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DAIRYING 


Nachweis von Fluorvergiftungen durch Bestimmung 
des Fluorgehaltes der Zihne und Knochen 


Von 


P. W. Danckwortt 


(Aus dem Chemischen Institut der Tierirztlichen Hochschule zu Hannover) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1941) 


Bei der Untersuchung von Tiergesundheitsschidigungen durch 
Fabrikabgase, iiber die ich vor kurzem zusammenhingend be- 
richtet habe), wird man mehr als friiher auch fluorhaltige Ab- 
gase mit in den Kreis der Beobachtung ziehen miissen. Bei einer 
Reihe von Industrien, die entweder fluorhaltige Rohprodukte ver- 
arbeiten oder dem Rohmaterial Fluoride zusetzen, entwickeln sich 
als Nebenprodukt gasférmige Fluorverbindungen, die von toxi- 
kologischem Interesse nicht nur fiir Menschen, sondern mehr noch 
fiir unsere Haustiere sind. Solche fluorhaltigen Abgase kénnen 
ausgehen von Phosphatdiingerfabriken, Glasfabriken, Ziegeleien, 
Stahl- und Metallwerken, Aluminiumfabriken, Emaillieranstalten 
und von chemischen Fabriken ganz allgemein. 

Wir hatten Gelegenheit besonders zwei Gefahrenherde zu 
studieren, und zwar in der Nahe von Hannover und von Dresden. 
Die Tiere kénnen natiirlich schon durch Einatmen fluorhaltiger 
Abgase geschidigt sein, gefahrlicher wird aber wohl die Fiitterung 
mit Heu sein, das in der Néhe solcher Fabriken geerntet war und 
das zu chronischen Fluorvergiftungen AnlaB gegeben hatte. Da 
eine Fluorschidigung besonders an Knochen und Zihnen auf- 
tritt — erkennt man doch eine Vergiftung haufig schon an den 
»gesprenkelten Zihnen“ (mottled teeth) —, so haben wir uns zu- 
erst der Untersuchung von Ziabnen und Knochen zugewandt. 

Wenn man an diesem Material eine Fluorvergiftung nach- 
weisen will, muB man den normalen Gehalt der Zihne und Knochen 
an Fluor kennen. MHier setzt die erste Schwierigkeit ein. Das 


1) Dtsch. Tieriirztl. Wschr. 47, 277 (1939). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 14 
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Nachweis von Fluorvergiftungen durch Bestimmung 
des Fluorgehaltes der Zihne und Knochen 


Von 


P. W. Danekwortt 


(Aus dem Chemischen Institut der Tierirztlichen Hochschule zu Hannover) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1941) 


Bei der Untersuchung von Tiergesundheitsschidigungen durch 
Fabrikabgase, iiber die ich vor kurzem zusammenhingend be- 
richtet habe*), wird man mehr als friither auch fluorhaltige Ab- 
gase mit in den Kreis der Beobachtung ziehen miissen. Bei einer 
Reihe von Industrien, die entweder fluorhaltige Rohprodukte ver- 
arbeiten oder dem Rohmaterial Fluoride zusetzen, entwickeln sich 
als Nebenprodukt gasférmige Fluorverbindungen, die von toxi- 
kologischem Interesse nicht nur fiir Menschen, sondern mehr noch 
fiir unsere Haustiere sind. Solche fluorhaltigen Abgase kénnen 
ausgehen von Phosphatdiingerfabriken, Glasfabriken, Ziegeleien, 
Stahl- und Metallwerken, Aluminiumfabriken, Emaillieranstalten 
und von chemischen Fabriken ganz allgemein. 

Wir hatten Gelegenheit besonders zwei Gefahrenherde zu 
studieren, und zwar in der Nahe von Hannover und von Dresden. 
Die Tiere kénnen natiirlich schon durch Einatmen fluorhaltiger 
Abgase geschadigt sein, gefahrlicher wird aber wohl die Fiitterung 
mit Heu sein, das in der Nihe solcher Fabriken geerntet war und 
das zu chronischen Fluorvergiftungen Anla8 gegeben hatte. Da 
eine Fluorschidigung besonders an Knochen und Zihnen auf- 
tritt — erkennt man doch eine Vergiftung haufig schon an den 
»gesprenkelten Zahnen“ (mottled teeth) —, so haben wir uns zu- 
erst der Untersuchung von Zahnen und Knochen zugewandt. 

Wenn man an diesem Material eine Fluorvergiftung nach- 
weisen will, muB man den normalen Gehalt der Zihne und Knochen 
an Fluor kennen. Hier setzt die erste Schwierigkeit ein. Das 


1) Dtsch. Tierirztl. Wschr. 47, 277 (1939). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 14 
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188 P. W. Danckwortt, 


ausgezeichnete und erschépfend referierende Buch iiber ,,Fluor- 
Vergiftungen“ von Kaj Roholm?) bringt eine Zusammenstellung 
der nach verschiedenen Methoden erhaltenen Resultate. Danach 


und nach anderen Angaben wurde als Normal-Fluorgehalt an- 
gesehen 


1. beim Menschen: 


Zihne in der Asche ...... 0,0081—0,52 °/, 

Zahnschmelz in der Asche... 0,0 —1,17°/,! 
2. bei Tieren: 

Knochen in der Asche. ... . 0,005—0,32 °/, 

Zibne in getrockneter Substanz . 0,005—0,15°/, 

Zahnschmelz in der Asche ... 0,026—0,925°/,. 


Die groBen Unterschiede bei den Angaben des Normal— 
Fluorgehaltes erkliren sich aus den Schwierigkeiten der chemi- 
schen Nachweismethoden. Deshalb sind die in der Literatur an- 
gegebenen Werte auch als ganz unsicher anzusehen und kénnen 
als Grundlage zum Nachweis einer Vergiftung nicht dienen. Nur 
in einer Zahlenangabe findet sich eine gute Ubereinstimmung in 
der Literatur, und zwar darin, daB bei fluorgeschidigten Tieren 
der Fluorgehalt wesentlich héher liegt [H. Christiani’), E. Rost4)] 
als bei gesunden. 


Unsere Aufgabe war es daher, den Normalgehalt selbst zu 
bestimmen und dieselbe Methode auch bei der Untersuchung 
kranker Zihne anzuwenden. Wenn in der Methode Fehler liegen 
sollten, dann fielen diese auBer Betracht, da eine starke Erhéhung 
des Fluorgehaltes eine Vergiftung anzeigen muBte. 


Wir haben zuerst nach den Angaben von Th. von Fellen- 
berg) gearbeitet, sind aber dann endgiiltig zu der Methode von 
K. Kraft und R. May®) iibergegangen. Diese halt sich im wesent- 
lichen an die von J. M. Kolthoff und M. E. Stansby’) gegebene 
Vorschrift, nach der mit einer Standard-Fluoridlésung und einer 
Vergleichslésung von Zirkonoxychlorid in Salzsiure mit Zugabe 
einer alkoholischen Lésung von Purpurin gearbeitet wird. 


2) ,Fluorine Intoxication’, 1937; H. K. Lewis u. Co. Ltd. London und 
Nyt nordisk Forlag Copenhagen. 

*) Ann. Hyg. publ. ete. 8, 309 (1930). 

*) Arch. Gewerbepath. 8, 256 (1937). 

°) Mitt. Leb.mittelunters. (Schw.) 28, 150 (1937). 

*) Diese Z. 246, 233 (1937). 

‘) Ind. Engng. Chem., Analyt. Ed. 6, 118 (1934). 
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Fluorvergiftungen durch Bestimmung des Fluorgehaltes der Ziihne usw. 189 


Bei der Veraschung der Zihne und Knochen mit Kalk haben 
wir uns an die Vorschriften von Th. von Fellenberg gehalten. 
Beim colorimetrischen Vergleich der Standardlésung mit der 
Probelésung bewahrte sich das von Fellenberg angegebene Ge- 
stell sehr. 

Um die Methode zu kontrollieren, wurden nicht nur Be- 
stimmungen mit bekannten Mengen Fluor ausgefiihrt, sondern es 
wurden aus verschiedenen Mengen derselben Asche Destillationen 
vorgenommen, es wurde eine Aschenprobe nach einem halben Jahr 
wieder verarbeitet und es wurden fiir ein und dieselbe Asche 
Titrationslésungen | neuer Herstellung verwendet, ohne daB sich 
eine wesentliche Anderung hitte feststellen lassen. 

Weiter wurde vor der quantitativen Bestimmung des Fluors 
immer ein qualitativer Nachweis des Fluors gefiihrt. Wir be- 
nutzten dazu die Farbmethode nach F. Feigl und P. Krumholz®), 
bei der man aus der Starke der Blaufairbung schon ersehen kann, 
ob es sich um gréBere und kleinere Fluormengen handelt. Ganz 
zuverlissig erscheint uns allerdings diese Farbreaktion nicht. Bei 
Pflanzenmaterial wurde deshalb auch die Krystallfillung als 
Natriumfluorsilicat herangezogen, und zwar in der Ausfihrung, 
wie sie W. Geilmann’®) vorschligt. Beide Methoden empfehlen 
auch G. Bredemann und H. Radeloff?®) zur Diagnose von Fluor— 
Rauchschiiden bei Pflanzen. 

Wichtig war die Vorbehandlung des Materials. Von dem 
mechanisch gut gereinigten Zahn wurde vor der Veraschung mit 
Calciumoxyd das Gewicht festgestellt. Nach der Erhitzung auf 
Rotglut blieb eine schwarze Asche zuriick, deren Gewicht wieder 
festgestellt wurde. Da unverbrannte Kohlenstoffteilchen die Be- 
stimmung stéren, wurde von dieser schwarzen, im Moérser gleich- 
miBig zerriebenen Asche eine kleinere gewogene Menge in einer 
Platinschale weiter verascht, bis die Masse wei war. Dieser 
Riickstand wurde dann zur Destillation verwendet. 

Fiir die Vorbehandlung des Materials war es weiter wichtig, 
daB die Fleischteile und andere Unreinlichkeiten nur mechanisch 
entfernt werden, aber die Zihne und Knochen nicht mit Wasser 
ausgekocht oder in Alkohol langere Zeit aufbewahrt werden 
durften. Von ein und demselben Rind wurden folgende Werte 
erhalten, ausgerechnet in Gramm F auf 100 g Substanz: 


8) Ber. chem. Ges. 62, 1138 (1929). 
% Glastechn. Ber. 9, 274 (1931). 
10) Phytopatholog. Z. 5, 195 (1932). 
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Gewicht °/, Fluor 
Backenzahn, nicht ausgekocht 20,3906 g 0,539 
Backenzahn, 11,1127 0,422 
Vorderzahn, 3,5135 0,562 
Backenzahn, ausgekocht. . . 25,9555 g 0,290. 


Von einem anderen Rind waren die Zaihne monatelang in 
Alkohol aufbewahrt. Ein Vergleich mit nicht in Alkohol konser- 
vierten Zihnen desselben Tieres konnte nicht ausgefiihrt werden; 
es handelte sich aber nach tierarztlicher Aussage um ein stark 
fluorkrankes Tier: 


Gewicht °/, Fluor 
GroBer Backenzahn. . . 41,9800 ¢ 0,134 
Kleiner 98,3350 ¢g 0,196 


Die Leber eines normalen Rindes enthielt 197°/,. Diese 
geringen Mengen sind aber natiirlich als unsicher anzusehen. 

Ks scheint also demnach das Fluor nicht ganz als unlésliches 
Calciumfluorid vorzuliegen. Unsere Resultate finden eine gewisse 
Parallele durch die Untersuchung von Teeblittern. In Teeblattern, 
deren Hluorgehalt besonders hoch sein soll, fand E. Reich?) in 
dem 2°/,igen waiBrigen AufguB 82—97°/, des Gesamtfluors und 
H. C. Lockwood?’) etwa 75°/,. 

Wenn somit durch Auslaugen eine Verminderung des Fluor- 
gehaltes eintreten kann, so kann andrerseits eine Anreicherung an 
Fluor durch sehr langes Lagern stattfinden, so daB J. Middleton”) 
sogar schon im Jahre 1845 der Meinung war, man kénnte viel- 
leicht aus dem Fluorgehalt das geologische Alter von Knochen 
bestimmen. Von der hiesigen Museumsverwaltung erhielten wir 
dankenswerterweise einen Diluvial-Kiefer mit Zahnen eines Rindes, 
der folgenden Fluorgehalt aufwies: 


Gewicht °/, Fluor 
6,4056 g 0,295 
15,8060 g 0,152 
Unterkieferknochen .......... 0,622 


Je schwerer der Zahn, desto geringer war prozentual der 
Fluorgehalt, eine Beziehung, die bei frischen Zihnen nicht vor- 
lag. Immerhin lag der Fluorgehalt, besonders beim Unterkiefer- 


knochen, wesentlich héher als bei Ziihnen von jetzt lebenden 
Rindern. 


") Chin. J. Physiol. 10, 259 (1936). ”) Analyst 62, 775 (1937). 
) Quart. J. Geol. Soe. London 1, 284 (1845). 
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Den Normal—Fluorgehalt haben wir in 10 Untersuchungen 
von Zahnen gesunder Rinder festgestellt und dabei Schwankungen 
von 0,0370—0,0484°/, Fluor, im Mittel also 0,0443°/, gefunden. 
Im Weisheitszahn eines Menschen wurde 0,0106°/,, im Zahn eines 
Rehes 0,017°/, nachgewiesen. 


In Knochen von gesunden Rindern wurde gefunden: 


Rippenknochen ........ 0,091 °/, Fluor 
Rippenknochen, ohne Mark. . . 0,071 °/, 
Mark der Rippenknochen. . . . 0,013°/, 
MittelfuBknochen, ohne Mark. . 0,051°/, 


Bei Fluor-kranken Rindern war der Fluorgehalt der 
Zabne und Knochen erheblich héher, wie folgende Analysenwerte 
zeigen (angegeben in Gramm Fluor in 100 g frischer, unbehan- 
delter Substanz). Da keine Beziehung zwischen dem prozentualen 
Fluorgehalt und dem Gewicht des Zahnes besteht, wird die An- 
gabe des Gewichtes fortgelassen. 


A. Aus der Gegend von Hannover 


Rind I. Backenziihne. . . 0,422 und 0,539 °/, Fluor 
Vorderziihne . . . 0,664 und 0,562 °/, Fluor 
Kieferknochen . . 0,872 °/, Fluor 

Rind II. Backenziihne. . . 0,116, 0,079, 0,109, 0,120, 0,110 


und 0,133 °/, Fluor. 


Nach tierairztlichem Befund wurde bei Rind II eine leichtere 
Fluorschidigung angenommen, was auch die chemische Analyse 
bestiatigte. 

B. Aus der Gegend von Dresden 


Hier war schon von botanischer Seite ein starker Fluorgehalt 
der Futterpflanzen festgestellt worden. Die uns _ iibersandten 
Futtermittel haben wir qualitativ durch die Farbreaktion und 
Krystallbildung untersucht und dabei gefunden: 


Griinfutter-Gemenge . .... positiv 

Stroh mit Mist. . sehwach positiv . 


Die Untersuchungen der Zahne und Knochen von Rindern 
aus dieser Gegend ergaben folgende Werte: 


Rind I. Backenziihne. ..... 0,251 und 0,232 °/, Fluor 
Vorderziihne. ..... 0,269 und 0,264 °/, 
Unterkieferknochen. . . 0,329 °/, Fluor 
Rippenknochen ... . 0,211 und 0,323 °/, Fluor 


MittelfuBknochen. . . . 0,247 °/, Fluor. 
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Bei den Knochen wurde dann das Mark von der Knochen- 
substanz getrennt: 


Unterkieferknochen .......... 0,352 °/, . 
Unterkiefermark. ........... 0,139 °/, 
Rippenknochen 0,342 °/, 
0,199 °/, 
Rind II. MittelfuBknochen ohne Mark. ..... 0,276 °/, 
Unterkieferknochen mit Mark. ..... 0,299 °/, 
Rind V. Unterkieferknochen .......... 0,230 °/, 
0,027 °/, 
6 0,354 °/, 
Unterkieferknochen mit Mark. ..... 0,287 °/, 
Unterkieferknochen .......... 0,425 %/, 


In allen Fallen konnte durch die chemische Analyse eine 
Fluorschadigung der Tiere einwandfrei nachgewiesen werden, 


Menschliche Zihne. 


Aus einer der gefihrdeten Gegenden berichtete der dort 
ansiissige Zahnarzt, er friher 6fter Zahnschidigungen bei 
seinen Patienten gesehen hatte, die mit den in der Literatur 
beschriebenen Fluorschadigungen iibereinstimmten. Diese Patienten 
wohnten in Werkswohnungen und bezogen ihr Wasser aus der 
Fabrik. Nachdem eine neue Wasserleitung gelegt sei, kamen 
solche Zahnschiiden nicht mehr vor, mit einer Ausnahme, die uns 
dankenswerterweise zur Untersuchung itiberlassen wurde. 


Gehalt des kranken Zahnes. ..... 0,110 °/, Fluor 
Normalgehalt eines Weisheitszahnes. . 0,0106°/, Fluor. 


Auch hier konnte die Diagnose des Zahnarztes durch die chemi- 
sche Analyse erhirtet werden. 


Die sehr umfangreichen, miihevollen Analysen wurden von 
Frl. Wilkens ausgefiihrt, wofiir ich auch an dieser Stelle danke. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft in Berlin 
danke ich sehr fiir die Unterstiitzung der Arbeit. 
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Zusammenfassung 


1. Zur quantitativen Bestimmung des Fluors in Knochen und 
Zahnen wurde nach der Methode von Kraft und May gearbeitet. 


2. Beim Auslaugen der Zihne mit Alkohol oder Kochen mit 
Wasser nimmt der Fluorgehalt ab. 


3. Diluvial-Zihne und -Knochen zeigen einen erhéhten Fluor- 
gehalt. 


4, Der Normal—Fluorgehalt bei gesunden Rindern lag bei 
etwa 0,0443°/, Fluor in frischer Substanz. 


). Eine Fluorschidigung der Tiere zeigt sich darin, daB der 
Fluorgehalt der Zihne und Knochen auf das 5—10-fache und 
dariiber steigt. 


6. Auch an Menschenzihnen konnte eine 10-fache Erhéhung 
des F'luorgehaltes festgestellt werden. 


} 
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Die enzymatische Oxydation 
der vier stereoisomeren 1,2-Dioxybutterséuren 
Von 
E. Hoff-Jergensen 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Aarhus, Dainemark) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Marz 1941) 


In einer friiheren Arbeit*) wurde gezeigt, daB d,l-Krythro- 
1,2-dioxybuttersiure ein ausgezeichneter Wasserstoffdonator ist, der 
vom tierischen Gewebe mit betrichtlich gréBerer Schnelligkeit als 
die isomere d,l-Threo-1,2-dioxybuttersiure oxydiert wird. In der 
vorliegenden Arbeit wird mitgeteilt, wie die d,l-Erythro-1,2-dioxy- 
buttersiure in ihre optisch aktiven Komponenten aufgespalten 
wurde und ferner, wie sich alle vier stereoisomeren 1,2-Dioxy- 
buttersiuren bei der enzymatischen Oxydation in vitro verhalten. 


Ergebnisse 


Die d- und 1-Threo-1, 2-dioxybuttersiuren wurden aus der racemischen 
Siure mit Hilfe von Morphium nach Glattfeld und Chittum?’) hergestellt. 
= baw. + 15,3° und + 15,1°). 

Die d,l-Erythro-1,2-dioxybuttersiure wurde nach Géza Braun’) her- 
gestellt. (Schmelzp. 81°). 


Spaltung der d,l-Erythro-1,2-dioxybuttersaure 


20g der Siiture werden in 250 cem H,O gelést. Die Lésung wird bis 
héchstens 50° erwiirmt und mit Chinin neutralisiert. Das ungeléste Chinin 
wird abfiltriert, und die Lésung der Krystallisation bei 0° iiberlassen. Nach 
2 Tagen werden die gebildeten Krystalle abfiltriert und mit Eiswasser ge- 
waschen (Ausbeute 34g). Die Mutterlauge wird im Vakuum auf 100 cem 
eingedampft, bis 0° gekiihlt, geimpft und zur Krystallisation bei 0° stehen 
gelassen. Nach 3 Tagen werden die Krystalle abfiltriert und mit Eiswasser 
gewaschen (Ausbeute 6g). Die Krystalle von beiden Krystallisationen werden 
gesammelt, 2mal aus Wasser umkrystallisiert, iiber Schwefelsiiure im Vakuum 
getrocknet und 2 mal mit Chloroform ausgekocht, um einen Uberschu8 von 
Chinin zu beseitigen. Ausbeute 33g. Schmelzp. 195° korr. [o]2° = — 113° 
(5°/) Lésung). Das Chininsalz wird in 500 ccm H,O gelést und das Chinin 
durch Zusatz von Bariumhydroxyd freigemacht. Nach Abkihlen auf 0° wird 
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das Chinin abfiltriert und das Filtrat 2mal mit Chloroform und 2mal mit 
Ather ausgeschiittelt. Barium wird als Bariumsulfat durch Zusatz von Schwefel- 
siure beseitigt. Das Filtrat wird im Vakuum eingedampft und der Riickstand 
in Athylacetat gelist, mit Natriumsulfat getrocknet, eingedampft und zur 
Krystallisation bei 0° stehen gelassen. 


Auf die gleiche Weise wird die Siure des nicht-krystallinisehen Chinin- 
salzes frei gemacht. 


Die beiden Siiuren werden aus Athylacetat umkrystallisiert und die 
Krystalle mit Ather gew aschen. Von jeder Zwischenkrystallisation wird die 
spezifische Drehung in 0,5 m-Lésungen in Wasser gemessen. 


Umkrystallisiert | [e]2° von der Siure | [«]?° von der Siiure von 
mal von kryst. Chininsalz | nicht-kryst. Chininsalz 
0 = 9,7° + 7,2° 
1 + 9,2° + 8,2° 
2 + 9,4° + 8,7° 
3 + 9,3° + 8,8° 


Nach der 3. Krystallisation war die Ausbeute an 1-Siure 4g und an 
d-Siure 3,5 g. 


Oxydation von d- und 1l-Threo- und d- und 1-Erythro- 


1,2-dioxybuttersaure 


Das verwendete Enzympriiparat wurde aus Schweineherz nach Green 
und Brosteaux*) hergestellt (1eem Enzymlésung ~ 5g Herzmuskulatur) 


90 A 
70 
60 
© 
40 ° 
—T 
T_ 
10 20 30 40 50 Min. 


Die Sauerstoffaufnahme, 
verursacht durch die vier isomeren 1, 2-Dioxybutterséuren 


I: 1l-Erythro-1, 2-dioxybuttersaiure II: d-Erythro-1, 2-dioxybuttersiure 
III: d-Threo-1, 2-dioxybuttersiure IV: 1-Threo-1, 2-dioxybuttersiure 
V: ohne Substrat 
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Reaktions- } Dioxybuttersiiure (Na) 0,2n 0,5 cem : 

gemisch Cozymase ..... 0,2 eem | 
HydrazinOQ.lm...... 0,3 cem 


Aus der Figur geht hervor, daB die 1-Erythro-1,2-dioxy- 
buttersiure mit grofer Schnelligkeit oxydiert wird, wogegen die 
1-Threo-1,2-dioxybuttersiure kaum abgebaut wird. 


Literatur 
1. E. Hoff-Jergensen, Diese Z. 266, 56 (1940). 
2. J. W.E. Glattfeld u. J. W. Chittum, J. Amer. Chem. Soc. 55, 3663 (1933). 
3. G. Braun, Ebenda 51, 228 (1929). 
4. D. E. Green u. Brosteux, Biochemic. J. 30, 1489 (1936). 


f Warburg-Technik. Temp. 38°. py = 7,3 | 
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Uber die Konstitution des Bilirubins 
und tiber bilirubinoide Farbstoffe 


Von 
Hans Fischer, Hans Plieninger und Ottmar Weissbarth 
Mit 2 Figuren auf Tafel III und IV 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1941) 


Die Konstitution des Bilirubins ist durch unsere Untersuchungen 
vollkommen aufgeklirt mit Ausnahme der Formulierung der un- 
gesiittigten Seitenketten im Kern I und IV. Zur Diskussion 
standen 2 Vinylgruppen oder eine Vinylgruppe und ein Hydro- 
furanring, entsprechend den beiden Formulierungen: 


H,C——=CH-CH, H,c-—PS SP-—_,CH, H,C——CH-CH, 
\n 7 H \nZ 
H N 

I 

at *) PS = CH,—CH,—COOH 


Formel II schien vor allem gestiitzt durch die Isolierung des 
sog. Nitritkérpers folgender Formulierung: 


H 
Ill 
H 
Dieser bildet sich bei dem Nitritabbau des Bilirubins leider 


nur in sehr geringer Ausbeute, so daB sein Entstehen leicht iiber- 
sehen werden kann’). Eine weitere Stiitze der Formulierung II 


') 30. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe, 29. Mitteilung, Diese 
Z. 265, 191 (1940). 
2) R. Lemberg, Biochemie. J. 29, 6, 1334 (1935). 
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schien gegeben durch das Hydrierungsresultat des Bilirubins’). 
Nach Aufnahme eines Mols Wasserstoff konnte in krystallisiertem 
Zustand ein scheinbar zweifach hydriertes Bilirubin isoliert werden, 
dem die Konstitution einer 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl-8-athyl- 
2-vinyl-dihydrobilin-4,5-dipropionsiure, nach der neuen Nomen- 
klatur: 8 -athyl-2-vinyl-bili-dien- 
(2’ a, 7’ y)-4,5-dipropionsiure (Hormel XXII) zugeschrieben wurde. 

Bei der Resorcinschmelze des Bilirubins”) konnte nun von 
H. Fischer und H. Reinecke die Vinyl-neoxanthobilirubinsaure 
(deren Vinylgruppe jetzt, wie spiter beschrieben, durch Anlagerung 
von Diazoessigester nachgewiesen wurde) folgender Formulierung 
gefunden werden: 


H,C——CH-CH, H,C S 


HOW CH H 
N NH 


Diese verdankt ihre Entstehung der linken Halfte des Bili- 
rubins, offensichtlich aus den Pyrrolkernen [ und II durch Bruch 
an der Kern IL benachbarten Methylengruppe, wahrend iiber das 
Schicksal der Kerne [1I und IV keine Auskunft gegeben werden konnte. 

Um Gewifheit zu erhalten, tatsichlich keine Vinyl-iso- 
neoxanthobilirubinsiure entsteht, fiihrten wir die Resorcinschmelze 
an relativ groBen Mengen Bilirubin durch. Die entstehende Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiure wurde dann auf folgende 2 Arten auf Ein- 
heitlichkeit gepriift. 

Zuerst wurde versucht durch Umkrystallisieren des Esters in 
Methylalkohol eine Trennung herbeizufiihren. Nach wiederholter 
fraktionierter Krystallisation konnten 2 Komponenten erhalten 
werden, deren eine bei 183° und die andere bei 187° schmilzt. 
Depression im Mischschmelzpunkt trat nicht ein. Nach 3maligem 
Umkrystallisieren konnte die niedrig schmelzende Komponente je- 
doch auf den Schmelzpunkt von 187° gebracht werden. (Vgl. auch 
S. 216). 

Zum Vergleich wurde auch die Resorcinschmelze von Meso- 
bilirubin-[X @-dimethylester durchgefiihrt, die in einer Ausbeute 
von tiber 70°/, den,,analytischen“ Neoxanthobilirubinsiureester vom 
Schmelzp. 175° leferte*). Nach 5maligem Umkrystallisieren stieg 
der Schmelzpunkt hier auf 200° an (Iso-neoxanthobilirubinsaure- 


IV 


) H. Fischer u. H.W. Haberland, Diese Z. 232, 237 (1935). 
*) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 258, 12 (1939). 
*) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 195 (1931). — 
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ester Schmelzp. 204°), Auch das Debye-Scherrer-Diagramm 
bestatigte die Identitat mit synthetischem Iso-neoxanthobilirubin- 
saureester. 

Ks ist also aus dem Gemisch der beiden Ester der der Iso- 
neoxanthobilirubinsiiure abtrennbar, in Bestiitigung der Resultate 
der Resorcinschmelze beim freien Mesobilirubin}). Nunmehr wurde 
der Vinyl-neoxanthobilirubinsiureester mit Pd in Methylalkohol— 
Chloroform zu Mesostufe hydriert, wobei bemerkenswerterweise 
die Reaktion stehen bleibt und nicht weiter geht bis zur Leuko- 
verbindung, dem Neo-bilirubinsiureester, in Analogie der Hydrie- 
rungsresultate in der Chlorophyllreihe, wo auch im neutralen 
Medium die Hydrierung in der Mesostufe stehen bleibt). Das so 
erhaltene Produkt zeigte einen Schmelzpunkt von 169° (Neoxantho- 
bilirubinséureester synthetisch Schmelzp. 171°. Nach 5 maligem 
Umkrystallisieren blieb der Schmelzpunkt tatsichlich auf 171°; 
Depression im Mischschmelzpunkt war nicht zu beobachten. Wir 
konnten also die von H. Fischer und H. Reinecke festgestellte 
Tatsache nur wieder bestiitigen. Bei der Resorcinschmelze des 
Bilirubins entsteht tatsichlich ein einheitlicher Kérper, niimlich die 
Vinyl-neoxanthobilirubinsiure der Formulierung IV *). 

Wir untersuchten nun auch den Bilirubindimethylester und 
den Biliverdindimethylester auf ihr Verhalten bei der Resorcin- 
schmelze. Auch hier konnte nur Vinyl-neoxanthobilirubinséure- 
ester erhalten werden. Da sich die Aufarbeitung wesentlich ein- 
facher gestaltet, ziehen wir es kiinftighin fiir die priaparative 
Darstellung der Vinyl-neoxanthobilirubinsiure vor, ausgefallten 
Bilirubinester der Resorcinschmelze zu unterwerfen. Durch Ver- 
seifen mit methylalkoholischem Kali kann die freie Saure leicht 
aus dem Ester erhalten werden. 

Um die verhiltnismiBig geringen Ausbeuten zu erkliren, die 
ja auch auf den EinfluB der Vinylgruppen zuriickzufiihren sein 
kénnten, wurde auch die Resorcinschmelze des Dimethylesters 
des von H. Fischer und H. Reinecke synthetisierten Bili- 
rubins*) XIII durchgefiihrt. 


CH=CH, H,C SP, CH, H,C=-HC=——CH, 
\N H N H, NN H \nZ 


1) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 166 (1933). 
2) H. Fischer u. G.Spielberger, Liebigs Ann. 515, 134 ff. (1935). 
5) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 258, 12 (1939). 
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Es konnten hier 71°/, der Theorie an Vinyl-neoxanthobili- 
rubinsdureester erhalten werden. 

Da die Ausbeuten hier an die beim Mesobilirubindimethyl- 
ester heranreichen, kann die geringe Ausbeute beim natiirlichen 
Bilirubin nicht auf die Anwesenheit der Vinylgruppen zuriick- 
zufiihren sein, vielmehr muB die Ursache in der Konstitution des 
Bilirubins liegen, wobei ebensogut diese in dem Vorhandensein 
eines Hydrofuranringes, wie in der Nachbarstellung der Oxy- und 
der Vinylgruppe im Kern IV erblickt werden kann. Bekannt ist 
das Cumaronharz, das aus den Teerfraktionen, die reich an Cumaron 
und Homologen sind, gewonnen wird; ebenso gehen Ké6rper mit 
benachbarter Oxy- und Vinylgruppe bei der Einwirkung von Resor- 
cin leicht in Hochpolymere iiber. In der Tat treten bei der Resorcin- 
schmelze des Bilirubins in groBer Menge Verharzungsprodukte 
auf, aus denen trotz vieler Bemiihungen kein krystallisiertes 
Material erhalten werden konnte, auch nicht der ,,Nitritkérper“, 
der auch aus sehr unreinem Bilirubin entsteht. 

Nahe lag es nunmebhr, die beiden Oxygruppen des Bilirubins 
durch Veraitherung zu schiitzen, denn aus einem Dimethyldiadther 
des Bilirubins ware dann méglicherweise die zweite Hilfte des 
Bilirubins bei der Resorcinschmelze zu erhalten. 

Der Mono- und der Dither des Bilirubinesters wurden nun 
der Resorcinschmelze unterworfen. Es zeigte sich jedoch, daB 
keine Stabilisierung eingetreten war, denn es gelang nicht, die 
zweite Halfte des Bilirubinmolekiils zu fassen. Wir erhielten nur 
Vinyl-neoxanthobilirubinsiiureester in einer Ausbeute von 15°/). 
Es werden also hier durch das siedende Resorcin die Methoxyl- 
gruppen verseift, und wieder entsteht als Nebenprodukt das Harz 
in betrachtlichen Mengen, die zweite Hialfte geht verloren. 

Was nun die Ather selbst des Bilirubins anlangt, erwiesen sich 
die Verhaltnisse hier als recht kompliziert. Nach der Veresterung 
von Bilirubin mit Diazomethan konnten durch Chromatographie 
an Aluminiumoxyd 2 Kérper als Nebenprodukte abgetrennt werden, 
die nach ihrer Analyse und ihren Kigenschaften als ein Mono- 
methoxy- und ein Dimethoxy-bilirubindimethylester angesprochen 
werden miissen. Damit sind zum ersten Male beim Bilirubin die 
beiden Oxygruppen auf analytischem Wege nachgewiesen und in 
Methoxylgruppen iibergefiihrt worden, wobei es allerdings nicht 
bewiesen ist, daB beide Oxygruppen primiir im Molekiil enthalten 
sind, denn durch die Einwirkung von Diazomethan kénnte ja 
auch der hypothetische Hydrofuranring eine Sprengung erfahren, 
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ahnlich wie ja auch in der Chlorophyllreihe die Sprengung des 
isocyclischen Ringes durch Diazomethan—Methylalkohol erfolgt. 

Beide Ather zeichnen sich im Gegensatz zum Bilirubin- 
dimethylester durch hervorragende Krystallisationsfihigkeit aus. Der 
Monomethoxy-bilirubindimethylester vom Schmelzp. 237 ° ist leicht 
léslich in Chloroform und Aceton und wird am besten aus Petrol- 
ather krystallisiert. Auffallenderweise beobachtet man bei Zugabe 
von Zinkacetat und Jod in Methylalkohol keine Rotfluorescenz, 
auch die Absorptionsbande bei 642myu fehlt, dafiir tritt unter 
Griinfarbung eine breite Bande im auB8ersten Rot bei 675 my auf. 

Der Dimethoxy-bilirubindimethylester ist leicht léslich in 
Ather, Petrolither und Chloroform und kann aus Methylalkohol 
in der Kialte krystallin erhalten werden. Auch er gibt mit Zink- 
acetat-Jod weder eine Griinfairbung noch ein charakteristisches 
Spektrum und 4hnelt sehr dem Mesobilirubin XIII «-dimethyl- 
ester-dimethylither}). Uhereinstimmend mit diesem bleibt er bei 
der Gmelinschen Reaktion lange in der Griinstufe stehen. Wird 
die Griinstufe iiberschritten, so wird wieder eine normale Jod— 
Zinkbande wie beim Bilirubin beobachtet. Dasselbe tritt ein 
nach Zugabe von Hisenchlorid. Offenbar werden die Methoxy]l- 
gruppen durch Zugabe dieser energischen Reagenzien verseift. 
Der Monoiither zeigt dieselben Kigenschaften. 

Auffallenderweise gibt dieser Diaither wie der Diiither des 
Mesobilirubins XIIla@, ebenso auch die Glaukobiline mit Benzol- 
diazoniumchlorid keine Kupplungsreaktion. Man wird erinnert 
an die Kupplungsreaktion der Phenole, bei denen ja auch in der 
Reaktionsgeschwindigkeit zwischen den freien Phenolen und den 
Phenolathern ein erheblicher Unterschied besteht. Man kénnte 
sich auch hier vorstellen, daB die Methoxygruppe fir die Kupplung 
ein Hindernis darstellt. Gelegentlich soll versucht werden die 
Kupplung durch Verwendung von energischeren Kupplern wie 
Nitranilin zu erzwingen, -wobei auch die Glaukobiline besonders 
herangezogen werden sollen, weil hier auch in stark saurem 
Medium sogar in konz. Schwefelsiure die Kupplung versucht 
werden kénnte. | 

Higenartigerweise werden immer die gleichen geringen Aus- 
beuten von 15°/, Mono- und 5°/, Diither gefunden, gleichgiiltig 
wie lange ein groBer Uberschu8 von Diazomethan einwirkt und 
unabhingig vom angewandten Lésungsmittel. Bei einer nach- 


1) W. Siedel, Diese Z. 214, 145 (1933). 
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triglichen Kinwirkung von Diazomethan auf Bilirubindimethylester 
konnte kein Ather beobachtet werden. 

Ebenso werden bei der Kinwirkung von Diazomethan auf 
Mesobilirubin ein Mono- und zweifellos, auf Grund des Verhaltens 
im Chromatogramm und den optischen Higenschaften, auch ein 
Diiither erhalten. Zur Isolierung des letzteren reichte die zur 
Verfiigung stehende Menge nicht aus. Der Monomethoxy-bilirubin- 
dimethylester konnte durch katalytische Reduktion im neutralen 
Medium in den Monomethoxy-mesobilirubindimethylester iber- 
gefiihrt werden, der sich mit dem aus Mesobilirubin dargestellten 
als identisch erwies. Der Monomethoxy-mesobilirubinester zeigt 
ein eigenartiges Verhalten beim Schmelzpunkt. Er schmilzt unter 
dem Mikroskop bei 190° vollkommen; lift man die Temperatur 
langsam weiter steigen, so beginnen sich wieder (bereits bei 191°) 
schéne Krystalle abzuscheiden und innerhalb kurzer Zeit ist die 
ganze Masse wieder krystallinisch erstarrt. In diesem Stadium 
liegt noch unveriindertes Ausgangsmaterial vor. Ein Auftreten 
von Gasblischen oder einer Fliissigkeit wurde nicht beobachtet. 
Erst bei 230° schmelzen nun diese Krystalle von neuem unter 
Griinfarbung, wobei Zersetzung eintritt. 


Weiter gelang es auf die gleiche Weise einen Monoither 
des Koprobilirubindimethylesters darzustellen. Hier tritt auch in 
geringer Menge, dem chromatographischen Verhalten nach, ein 
Diather auf. Auch bei der Veresterung von freien Glaukobilinen 
mit Diazomethan tritt neben dem Dimethylester als Nebenprodukt 
immer ein Monoither auf. So konnte er beim Biliverdin und 
beim Koproglaukobilin gefaft werden. Bei der Jod—Zink-Reaktion 
tritt weder eine Rotfluorescenz auf, noch eine charakteristische 
Bande. Die Farbe bleibt unverindert. Nach kurzer Zeit ist im 
Gegensatz zu den Monoithern der Bilirubinoide die Jod—Zink- 
bande des Biliverdins bzw. des Koproglaukobilins zu beobachten. 
Kin Didther wurde bei den Glaukobilinen auch nicht in Spuren 
beobachtet, was mit der Feststellung von W. Siedel}?) iiberein- 
stimmt, wonach eine Synthese von Diithern der Glaukobiline nicht 
durchzufiihren war, ein Hinweis dafiir, daB in den Glaukobilinen 
eine Ketogruppe vorhanden sein muB und in welch hohem 
MaBe die Reaktionsfaihigkeit der Oxymethene und auch der 


Bilirubinoide selbst von der Beschaffenheit der Oxygruppen 
abhingt. 


) Diese Z. 237, 16 (1935). 
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Fiir die Konstitution dieser Monoiither miissen folgende 


Formeln diskutiert werden; méglich ist natiirlich auch ein Ge- 
misch der beiden Koérper. | 


NATIONAL 
H,C——C,H, PSCH, CH, H,0-—(,H, 
| | | "FOR 

NN H, N% H NZ 
VII 


Kine Entscheidung mite auf Grund folgender Uberlegung 
durchgefiihrt werden kénnen: Bei der Kupplung von Bilirubinoiden 
mit Benzoldiazoniumchlorid wird das Molekil aufgespalten und 
es entsteht aus Mesobilirubin IX @ ein Gemisch aus dem Azo- 
farbstoff der Neoxanthobilirubinsaure 


H,C——(,H, PS 
Vill | 
und dem der Iso-neoxanthobilirubinsiure }). 
H,C,——=CH, 
C | N—C,H 
H 


Eine vollstiindige Trennung wurde bisher noch nicht durch- 
gefiihrt. Bei der Kupplung des Monomethoxy-bilirubinesters mit 
Benzoldiazoniumchlorid war ein Azofarbstoff mit Methoxylgruppe 
und einer mit freier Hydroxylgruppe zu erwarten. Diese beiden 
Farbstoffe muBten sich durch stark unterschiedliche Adsorption 
an Aluminiumoxyd auszeichnen und sich daher chromatographisch 
trennen lassen, nachdem sich gezeigt hatte, daB der Azofarbstoff 
des Methoxy-neoxanthobilirubinsiureesters sich vom Azofarbstoff 
des Neoxanthobilirubinsiureesters auf diese Weise leicht abtrennen 
laBt. Der methoxylierte Farbstoff mufSte dann, falls der zur 
Kupplung verwendete Monoither einheitlich war, und entweder 
Konstitution VI oder Konstitution VII darstellt, ebenfalls identisch 
sein mit dem Azofarbstoff des Methoxy -iso-neoxanthobilirubin- 
siiureesters folgender Formulierung: 


1) H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese Z. 282, 246 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 ‘ 15 
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oder des 
—-—(,H, H,C,——PSCH, 


| 
H 


Es erwies sich, daB der mit Ather durch das Chromatogramm 
gehende und aus diesem Grunde die Methoxylgruppe tragende 
Azofarbstoff im Debye-Scherrer-Diagramm (D.8.D.) (A) und 
in der Krystallform des Hydrochlorids identisch war mit dem 
aus dargestellten Azo- 
farbstoff-hydrochlorid (D.S.D.: B). Auffallenderweise zeigte es 
sich, daB die Réntgenaufnahmen des Azofarbstoff-hydrochlorids 
aus (B) und Iso-neoxantho- 
bilirubinsiureester (C) identisch sind. Auch die Aufnahmen der 
Azofarbstoff-hydrochloride aus Methoxy-neoxanthobilirubinsiure- 
ester (D) und Neoxanthobilirubinsiureester (EK) sind vdllig gleich, 
jedoch stark verschieden von denen der Iso-Reihe. 

Es mu8 also bei der Hydrochloridbildung die Methoxyl- 
gruppe verseift worden sein. Dies gibt sich auch daraus zu er- 
kennen, daB der aus dem Hydrochlorid zuriickgewonnene freie 
Azofarbstoff mit Ather nicht mehr an Aluminiumoxyd entwickelt 
werden kann. Beim Azofarbstoffgemisch aus Mesobilirubin IX a- 
dimethylester laBt sich nach der oben angewandten Methode keine 
Trennung erzielen. Die Farbstoffe bleiben beim Entwickeln mit 
Ather im obersten Teil der Siule haften. 

Wir glauben uns also zu dem SchluB berechtigt, daB die 
durchlaufende Komponente tatsichlich die Methoxylgruppe ge- 
tragen hat und nehmen fiir den Monomethoxy-mesobilirubinester 
die Konstitution VI an. 

Auf diese Weise schien die Méglichkeit gegeben, die ,,Iso- 
seite“ des Bilirubinmolekiils selbst, wenn auch in modifizierter 
Form, zu fassen und so die Unsymmetrie auch am Bili- 
rubin zu beweisen. Die Kupplung und das chromatographische 
Verhalten waren analog dem hydrierten Produkt. Es erwies sich 
hun aber, daB die Debye-Scherrer-Diagramme der Azofarb- 
stofi-hydrochloride des durchgelaufenen (D.S. D.: F) und des zuriick- 
gebliebenen Anteils (D.S.D.: G) untereinander identisch und 


PSCH, 


C,H; 
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nahezu gleich sind mit der Aufnahme des Azofarbstoff-hydro- 
chlorids des (D.S.D.: H). 

Hieraus mu nun gefolgert werden, daB entweder die Debye- 
Scherrer-Diagramme der Azofarbstoff-hydrochloride von Vinyl- 
neo- und ,, Vinyl-iso-neoxanthobilirubinsdiureester“ sich nicht wesent- 
lich unterscheiden (was nicht unbedingt von der Hand zu weisen 
ist, da die Aufnahmen der Azofarbstoff-hydrochloride von Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiureester und Iso-neoxanthobilirubinsiureester 
praktisch identisch sind), oder es muB angenommen werden, daB bei 
unserer Darstellung des Methoxy-mesobilirubinesters nur die eine 
Form der Formulierung VI gefabt wurde. 

Weitere Arbeiten dariiber sind hier im Gange, die vielleicht unter 
Anwendung anderer Azokomponenten, die auch genaue Schmelz- 
punkte gewihrleisten, eine Entscheidung dieser Frage festlegen. 

DerVersuch, durch Hydrierung derVinylgruppen dieAzofarbstoffe 
aus dem Monoither des Bilirubinesters in die bekannten Azofarbstoffe 
des Neo- und Iso-neoxanthobilirubinsaureesters iiberzufiihren, mib- 
lang, da stets eine reduktive Aufspaltung der Farbstoffe eintrat; 
die Azobriicke wird also schneller hydriert als die Vinylgruppen. 

Nunmehr wurden auch die Arbeiten iiber den_ ,,Nitrit- 
kérper“!*8) wieder aufgenommen. Er konnte ohne weiteres aus 
Bilirubin leicht, wenn auch in geringer Ausbeute erhalten werden. 
Durch Sublimation im Hochvakuum erhielten wir prachtvolle, 
stark lichtbrechende Krystalle. Obwohl die damalige Analyse auf 
Methylvinylmaleinimid XII stimmte, muBte, da es nicht gelang 
durch Reduktion Methylathylmaleinimid zu cis. eine isomere 
Formulierung angenommen werden, XIII. 


XII XIII | 


Durch Reduktion mit in Methanol 
gelang es nun in glatter Reaktion den ,,Nitritkérper“ in ein 
Produkt iiberzufiihren, das nach 2maliger Sublimation einen 
Schmelzpunkt von 65° besaB. Der Mischschmelzpunkt mit Methyl- 
ithylmaleinimid (Schmelzp. 67°) ergab keine Depression. Auch in 
der Krystallform und Ausléschungsschiefe waren die Krystalle 
identisch mit Methylathylmaleinimid (Fig. 1). 


1, H. Fischer u. H. Roése, Diese Z. 91, 191 (1914). 
2) H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 146 197 (1925). 
8) H. Fischer, Z. Biol. 65 (a. F. 47), 163 (1914). 
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Im Gegensatz zum ,,Nitritkérper“ zeigen die Krystalle beim 
lingeren Liegen an der Luft keinerlei Verinderung der Léslich- 
keitseigenschaften und des Schmelzpunkts. Es unterliegt keinem 
Zweifel, daB es sich bei der hydrierten Substanz um Methyl- 
ithylmaleinimid handelt, wihrend das Ausgangsmaterial selbst 
alle bereits friiher beschriebenen Higenschaften zeigt. 

Da der ,,Nitritkérper* nicht nur aus Bilirubin und Biliverdin 
in einer Ausbeute von ungefiihr 1,5°/, erhalten wurde, sondern 
es uns auch gelang aus Vinyl-neoxanthobilirubinsiure denselben 
in einer Ausbeute von 6,6°/, zu erhalten, miissen wir, besonders 
um letzterem Befund gerecht zu werden, ihn als Methyl-vinyl- 
maleinimid formulieren, das somit zum erstenmal erkannt wurde. 
DaB ein Kérper dieser Konstitution XII sehr unbestindig ist, 
ist verstiindlich; seine Synthese ist in Angriff genommen. 

Die friiher durchgefiihrte Reduktion mit Aluminiumamalgam 
konnte nicht reproduziert werden. Wir erhielten z. T. Ausgangs- 
material, z.T. Produkte mit wechselndem Schmelzpunkt. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann die Bilirubinformel mit 
angeghedertem Hydrofuranring nicht aufrecht erhalten werden, und 
fiir Bilirubin kommt nur noch Formel I in Frage. 

Hine Bestitigung dieser Formulierung erblicken wir in den 
spektroskopischen Erscheinungen der einschlagigen Kérper. Hier- 
tiber erfolgt demnichst Mitteilung. 

Priparativ gelang es nun die 2 Vinylgruppen im Bilirubin und 
auch im Biliverdin durch Anlagerung von 2 Mol Diazoessigester 
nachzuweisen. Da das Diazoessigesteranlagerungsprodukt an das 
Bilirubin bisher noch nicht zur Krystallisation zu bringen war, 
wurde es zum entsprechenden Glaukobilin dehydriert, und es 
konnte so ein Kérper von der Formulierung XIV erhalten werden. 


COOCH, COOCH, 
HC 
H XIV 


DaB diesem tatsichlich diese Konstitution zukommt, ist 
dadurch bewiesen, daB aus Biliverdin mit Diazoessigester ein 
identisches Produkt erhalten wurde. Der 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetra- 
methyl-2,8-cyclopropylcarbmethoxy-bili-trien -(2’ «, 5’ ms, 7’y)-4,5-di- 
propionsiiure-dimethylester Abhnelt in seinen Léslichkeitseigen- 


a 
Bi 
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schaften sehr dem Koproglaukobilinester, was sicher auf die An- 
wesenheit der 4 Carboxylgruppen zuriickzufiihren ist. Das Zink- 
salz dieses Kérpers ist durch schwerere Léslichkeit und gute 
Krystallisationsfahigkeit ausgezeichnet. 

Weiterhin gelang es an Vinyl-neoxanthobilirubinsdureester 
Diazoessigester anzulagern zum 5-Oxy-4,3’-dimethyl-3-cyclopropyl- 


HC-COOCH, 
H,C CH-CH, H;C PSCH, 
XV 


und dieses Produkt mit Formaldehyd—Salzsiure zur 1’,8’-Dioxy- 
1, 3, 6, 8 - tetramethyl - 2, 7 - di- cyclopropylcarbonsiure - bili - dien- 
(2’a, T'y)-4,5-dipropionsiure 


COOH 

HC CH 

H,C——=(CH-0H, SP——CH, H,C-HC——=CH, 

On 
N NY gf NZ 
xu 


zu kondensieren. 
Beide Diazoessigesteranlagerungsverbindungen (XIV und XVI) 
zeigen in methylalkoholischer Lésung nach Zugabe von Zinkacetat 
und Jod ein Bandenmaximum bei 630 mu. 
Durch Einfiihrung der Aldehydgruppe nach H. Fischer und 
P. Halbig?) [vgl. auch W. Siedel?)] mit Blausiure—Chlorwasserstoft 
wurde der erhalten, 
H,C——=CH=CH, H,C 


XVII | 
BO, 
N 


H 

der durch sein Phenylhydrazon charakterisiert werden konnte. 
Bemerkenswert ist die ausgezeichnete Ausbeute (75°/,), in der der 
Aldehyd entsteht, denn der Formylrest hat beim einfachen Pyrrol 
nur eine geringe T'endenz unter den Propionsiurerest einzutreten. 
Die leichte Einfiithrung hier ist zweifellos bedingt durch den 
benachbarten Oxy-vinyl-pyrrolrest. 

In Methanol—Bromwasserstoff konnten wir den Formyl-neo- 
xanthobilirubinsaiureester mit Vinyl-neoxanthobilirubinsaureester 


1) Liebigs Ann. 447, 123 (1926). *) Diese Z. 237, 12 (1935). 
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zum 1’, 8’- Dioxy-1, 3, 6, 8 - tetramethyl - 2, 7- diviny] - bili-trien- 
(2’a,5’ms, 7’y)-4,5-dipropionsiiure-dimethylester folgender Formu- 
lierung kondensieren: 


H XVII 


Das Maximum der Jod—Zinkbande ist mit dem aus Biliverdin 
identisch. Bequemer ist der K6érper natiirlich aus Vinyl-neoxantho- 
bilirubinsiure durch Kondensation mit Ameisensiure—Bromwasser- 
stoff zugiinglich. 

Das XVIII entsprechende symmetrische Bilirubin XIII @}), 
von H. Fischer und H. Reinecke dargestellt, wurde einer ein- 
gehenden Untersuchung unterzogen. Die Verbindung liefert wie 
natiirliches Bilirubin ein herrlich krystallisiertes Ammoniumsalz; 
im Gegensatz zum Bilirubin konnte von ihr ein krystallisiertes 
Esterhydrochlorid isoliert werden. 

Mit Amalgam kann sie, wie Bilirubin selbst, in das entsprechende 
Mesobilirubinogen iibergefiihrt werden (vgl. auch 8.213), zeigt also 
hier das gleiche unterschiedliche Verhalten des Gallenfarbstoffs 
zum Protoporphyrin. 

Durch Kondensation von Vinyl-neoxanthobilirubinsiureester mit 
Benzaldehyd—Chlorwasserstoff konnte ein 1’,8’-Dioxy-1,3,6,8-tetra- 
methyl-2, 7- 
dimethylester folgender Konstitution erhalten werden. 
H,C——=CH-CH, H,C-HC——CH, 


HO 


H | \NZ H \nZ 
H C,H, H 
XIX 


Dieser Koérper gibt mit Zinkacetat—Jod und auch Chinon in 
Methanol keine Rotfluorescenz, jedoch tritt eine typische Absorptions- 
bande bei 641 mp auf. Anscheinend ist hier der Ubergang in die 
Purpurinstufe erschwert. Fiir das weitere Studium der Gmelinschen 
Reaktion sind vielleicht solche substituierte Bilirubinoide geeignet, 
ebenso wie die mit Kiirzinger’) untersuchten bilirubinoiden 
Farbstoffe, in denen die Oxygruppen ersetzt sind durch Methylreste. 

Frither*) war festgestellt worden, da8 der ,,Nitritkérper“ (XIT) 
mit Phenylhydrazin einwirkt, allerdings unter Bildung eines 


1) Diese Z. 258, 12 (1939). *) Diese Z. 196, 213 (1931). 
3) H. Fischer u. H. Rése, Diese Z. 91, 193 (1914). 
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amorphen Kérpers*). Nahe lag es, Methylathylmaleinimid derselben 
Reaktion zu unterziehen. In der Tat reagierte dieses in 30°/,iger 
Ausbeute mit Phenylhydrazin zu einem gelben, aus Methylalkohol 
prachtvoll krystallisierenden Farbstoff vom Schmelzp. 198 °(K ofler), 
dessen Analysendaten auf folgende Formulierungen stimmen: 


Xx H, C,H; XXI H,; CH, 
H H 


Wabrscheinlicher ist XXI, da, wenigstens in der Pyrrolreihe 
die Tendenz besteht zum Eintritt des neuen Substituenten unter 
die Methylgruppe. Der interessante Kérper wird einer niheren 
Untersuchung unterzogen und die Reaktion auf weitere Maleinimid- 
derivate ibertragen. 

Wie eingangs erwahnt, sollte dem Dihydrobilirubin folgende 
Formulierung zukommen: 


H,C—— CH=CH, SP H,C——(C,H, 
H \N H, \N NZ 


Auf Grund obiger Befunde miBten bei der Resorcinschmelze 
dann beide Hilften zuginglich sein, denn beim Mesobilirubin ist 
ja auch die rechte Halfte erhiltlich, wihrend die linke aus Bili- 
rubin isolierbar ist. Es gelang uns aber auf analytischem Wege 
bisher nicht, Kérper XXII zu erhalten, deshalb wurde seine Synthese 
angegangen; und zwar wurde im Vorversuch zunichst Formyl- 
neoxanthobilirubinsiuremethylester zum Oxy-methylneoxanthobili- 
rubinsiuremethylester reduziert, um diese Verbindung nachfolgend 
mit Vinyl-neoxanthobilirubinsiure zur 1’,8’- Dioxy-1,3,6,8-tetra- 
zu kon- 
densieren analog der Mesobilirubin 1X @-Synthese?). Wir erhielten 
jedoch ein Gemisch mit vorwiegend Mesobilirubin XIIIa@, d.h. es 
ist im wesentlichen Selbstkondensation des Oxymethyl-neoxantho- 
bilirubinsiuremethylesters eingetreten und die Vinylkomponente hat 
nicht kondensiert. Auch war die Ausbeute sehr schlecht; deshalb 
wurde vorlaufig diese Synthese nicht weiter verfolgt. Dagegen 


*) Anm. bei der Korrektur: Neuerdings konnte dieser in krystalli- 
siertem Zustand isoliert werden. Schmelzp. 140° (Kofler). Nach der Analyse 
scheint fiir den Kérper Konstitution XX oder XXI entsprechend in Frage 
zu kommen, nur mit Vinylgruppen statt Athylgruppen. 

1) W. Siedel, Diese Z. 245, 257 (1937). 
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wurde das von H. Fischer und H. Reinecke erhaltene Glauko- 
bilin, der 1’,8’-Dioxy-1, 3, 6, 
(2’ a, 5’ ms, 7’y)-4,5-dipropionsiure-dimethylester’) neu gewonnen, 


HO. C— OH 
H H \nZ H NZ 

XXIII 


AufSerdem gelang es durch Kondensation von Formyl-neo- 
xanthobilirubinsiuremethylester mit Vinyl-neoxanthobilirubinsaure 
den (XXIII) isomeren 1’,8’-Dioxy-1,38,6,8-tetramethyl-7-athyl- 
2-vinyl- bili-trien-(2’«, 5’ms,7’y)-4,5- dipropionsiure-dimethylester 
darzustellen. 


H,C——=CH=CH, H,C 

XXIV 

Durch Reduktion mit Zink—EKisessig mu8ten diese Glaukobiline 
in den Bili-dien-typ iiberfiihrbar sein*), und es stand hierbei nur 
die Frage offen, ob die Hydrierung der Vinylgruppe vermeidbar 
ware. Dies muBte sich an der Bande des Jod—Zink-Spektrums 
verfolgen lassen. Das Maximum der Bande liegt bei den Mono- 
vinylglaukobilinen bei 635 mu, bei den diiithylierten Glaukobilinen 
bei 626mu. In unserem Fall lag die Absorption beim Jod—Zink- 
Spektrum nach der Reduktion mit Hisessig—Zink bei 635myp. Wir 
konnten also die Zink—Eisessigreduktion beniitzen, um die noch- 
mals in gréBerer Menge dargestellten freien Glaukobiline in die 
entsprechenden Bilidiene tiberzufitihren. Das synthetische Produkt 
(Formel XXII) krystallisiert aus Methanol—Chloroform in orange- 
roten prachtvollen Plittchen, aus Pyridin in gelbbraunen Nadel- 
chen (D.8.D.: I). Auch im Réntgendiagramm war keine Identitit 
mit dem analytischen Dihydrobilirubin (D.S.D.: K) vorhanden. 
Das Dihydrobilirubin 
H,C——=CH-CH, H,C 

H 

XXV 
krystallisiert aus Chloroform in orangen Niadelchen (D.S.D.: L). 
Weder dieses noch Synthetisches XXII waren identisch mit dem 


PSCH, H,CSP=—CH, H,C,——=CH, 


1) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 258, 12 (1939). 
*) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 265, 11 (1940). 
5) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 190 (1932). 
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analytischen Dihydrobilirubin‘), das im iibrigen entgegen der 
Ubersichtstafel?) im Jod—Zink-Spektrum nicht mit Monovinyl- 
glaukobilin tbereinstimmt, sondern nahezu mit Bilirubin. Auch 
das Réntgendiagramm einer Originalprobe war identisch mit Bili- 
rubin. Bei der analytischen Methode mu8 also ein Irrtum unter- 
laufen sein und es zeigt sich wieder die Uberlegenheit der synthe- 
tischen Methode gegeniiber der analytischen. Dagegen erwiesen 
sich im Jod—Zink-Spektrum wiederum die beiden Vinylbilirubinoide 
identisch mit dem von H. Fischer und H. Reinecke beschrie- 
benen Monovinylglaukobilin. 

Da, wie oben beschrieben, die Zink—Kisessigreduktion die 
Vinylgruppen nicht angreift, lag es nahe, nach dieser Methode 
Biliverdin in Bilirubin iiberzufihren. Das so erhaltene Bilirubin 
(D.S.D.: M) war im Réntgendiagremm identisch mit natiirlichem 
Bilirubin (D.S8.D.: N). Es krystallisierte aus Pyridin in rotbraunen 
Rhomben, die bis 330° keinerlei Schmelzpunkt zeigen. Aus Methyl- 
alkohol—Ammoniak konnte ein schén krystallisiertes Ammonium- 
salz erhalten werden. Das Maximum der Jod—Zinkbande war 
identisch mit der aus analytischem Bilirubin erhaltenen. Damit 
ist der schliissige Beweis geliefert, daB mit Zinkstaub—EKisessig 
unter den angegebenen Bedingungen die Vinylgruppen des Bili- 
verdins nicht angegriffen werden und ein erneuter Hinweis fiir 
die Richtigkeit der Bilirubinformulierung I gegeben. 

Bei der Aufarbeitung von Rindergallensteinen konnte wieder 
makroskopisch krystallisiertes Bilirubin erhalten werden. Es war 
schwefelfrei, der Chlorgehalt betrug 1,79°/,. Wuir schlossen Ver- 
suche an, im neuerlichen Verfolg der Herkunft des Korpers I1*) 
die HKinheitlichkeit' dieses Produktes zu priifen, bzw. die Mutter- 
substanz des Kérpers II*) festzustellen. Deswegen wurde versucht, 
die Reduktion von Bilirubin zum Mesobilirubin méglichst quanti- 
tativ zu gestalten. Es konnte durch katalytische Reduktion mit 
Pd in ammoniakalischem Methylalkohol Mesobilirubin in einer 
Ausbeute von 87°/, aus reinstem Bilirubin (dargestellt aus Bili- 
rubinammonium) erhalten werden, wihrend nach dem friiheren 
Verfahren die Ausbeuten bestenfalls 60°/,5) betrugen. 

Gleichzeitig wurde die Reduktion in ebenso guter Ausbeute 
durch Erhitzen in 2°/,igem Pyridin—Hydrazinhydrat durchgefihrt. 


1) H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese Z. 252, 249 (1935). 
2) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 88 (1939). 

3) W. Siedel u. H. MGller, Diese Z. 259, 113 (1939). 

4) H. Fischer u. P. Meyer, Diese Z. 75, 343 (1911). 

5) H. Fischer, Z. Biol. 65, 164 ff. (1914). 
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Viess Wethode senet sich zur Gewinnong von 
“shin gus sehwach schweteihs.- Fer. 

Durch diese anantitative Reaktion mubte sich aach 
vie der Autarheituug érhaiten wird 
4 laasern. war zu erwarten. daB. falls 
jiesem Filixiiin Eilitnasin seigemengt war, eich das Mes 


den Watteriaugen sefindet. Die Anshetite an reinem Mesobil- 
abin ‘etrag sei diesem Versach 3°/,. Die Mutteriangen batten 
geibbraune Parse and enthielten noch Substanz: mit Zmk- 
wae das Purpurinspextram zn heobvachten, eme trat 
sin W.Siedel and H. Moller ist die positive Fallung 
Kriteriam fir Mesobilifnscin, und wir schiteBen daher. 
tah die kein Mesobilifuscin enthtelten. 
Ans dieser quantitatis nt berfihrung von Bilirubin in Meso- 
mab geschlosszen werden, dab ihm ein anderer Gallen- 
praksiseh nicht beigemengt sein kann. Ein an 
deta in der alten Literatur heschriebenen Bilifuscin*) scheidet 
olikoratnen deme eine Eigenschaft des 
nicht om krystallisiertem Zustand erhaltlichen) ist seine 


Lishchkeit in Alkobol und so wurde es auch u.a. yon Stadeler 
ane det eingeengten Chloroformextrakt der Gallensteine isoliert 
Ans Giesern warde es durch Alkoholextraktion von Bilirubin ab- 
ees Das nach der Methode von H. Fischer gewonnene 
kann dieses Pigment nicht enthalten, denn das Gallenstein- 
alver wird nach dieser Methode zuerst mit Ather, und nach der 
tait Alkohol erschépfend extrahiert. 

Was die Darstellungsmethode des Bilirubins anlangt, so ist 
den sid oles Angaben noch hinzuzufiigen, da8 bei der Zersetzung 
des Pilrubinxalks, bzw. Bilirubinmagnesiums mit Salzsiure, wie 
schon friiher hervorgehoben?), stirkerer Uberschu8 von Chlor- 
wasserstot unbedingt zu vermeiden ist. Wir teigen das, wie friiher 
beschricben, feinst gepulverte und durch Haarsiebe getriebene 
Pulver mit etwa 2 Liter 0,25°/,iger heiBer Salzsiure an und 
schiitteln dann in der Kalte, bis die Kongoreaktion negatiy ist, 
dann wird jeweilig wieder wenig konzentrierte Salzsiure zugesetzt, 
bis die Reaktion auf Kongopapier wieder positiv ist, dann wird 
wieder geschiittelt und so lange konzentrierte Salzsiiure zugegeben, 
his die Reaktion auf Kongo dauernd deutlich blau ist. Ver- 
wendet man einen stirkeren UberschuB von Salzsiiure, so wird das 


') G. Stideler, Liebigs Ann. 132, 326 (1864). 
”) H. Fischer, Diese Z. 73, 217 (1911). 
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Bilirubin nur noch schlecht krystallisationsfihig und gibt dann 
eine gréBere Menge von Koérper II bei der Amalgamreduktion. 

Aus makroskopisch krystallisiertem Bilirubin, das nach obiger 
Vorschrift hergestellt war, wurde Kérper II in einer Ausbeute 
von 17°/, erhalten; aus Ammoniumbilirubin erhielten wir 12°/,, 
aus Biliverdin 18°/, Kérper II. 

Ks wurde nun auch das durch Kondensation der Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiure mittels Formyldehyd—Salzsiure erhaltene 
symmetrische Bilirubin XII.«@ der Amalgamreduktion unterworfen. 
Kérper II konnte dabei nicht beobachtet werden. 

Das durch Einengen der Chloroform—Petrolitherlisung in 
rein weiBem Zustand erhaltene Mesobilirubinogen war im D.S.D. 
identisch mit Meso-bilirubinogen XIII @1). Wir sehen darin einen 
weiteren Beweis fir die Hinheitlichkeit der verwendeten Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiure. 

Da nun aus Bilirubin und auch aus Biliverdin, das als 
Dimethylester vorher chromatographisch gereinigt wurde und aus 
diesem Grunde keine Spur Bilifuscin enthalten kann, Ké6rper II 
in einer Ausbeute von 10—20°/, erhalten wurde, nehmen wir an, 
daB infolge der Nachbarstellung der Oxy- und Vinylgruppe in 
Kern IV zu Beginn der Reduktion Sekundirprodukte entstehen, 
die beim Fallen mit Petroliither Mesobilirubinogen und auch 
unvermeidbar Urobilin mitreifen. Es ist nicht unwahrscheinlich, 
daB gerade durch sie die Oxydation beschleunigt wird. 

Alle Schwierigkeiten beim Bilirubin und Biliverdin sind also 
offensichtlich bedingt durch die Nachbarschaft der Oxy- mit der 
Vinylgruppe, die vermutlich zu Verkettungsreaktionen fihrt (z. B. 
unter Bildung von Furanringen). 

Dies steht im Einklang mit dem Ergebnis der Amalgam- 
reduktion von symmetrischem Bilirubin, bei dem wie beim Meso- 
bilirubin (vgl. oben) keinerlei Kérper IT entsteht und wird weiterhin 
bestirkt durch den Verlauf der Resorcinschmelze, bei der sich 
ebenfalls Bilirubin und Biliverdin im Gegensatz zu symmetrischem 
Bilirubin und Mesobilirubin dadurch auszeichnen, daB die 2. Halfte 
verharzt, was nur durch die Instabilitit des Kerns IV erklart 
werden kann. (Vgl. auch 8. 200.) | 

Im iibrigen steht die Menge an Korper II auch in groBer Ab- 
hingigkeit von dem Verhiiltnis des angewandten Chloroforms und 
Petroliithers sowie von der Aciditiat der Lésungen beim Ausschiitteln. 


1) W. Siedel u. H. Méller, Diese Z. 264, 64 (1940). 
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Diese Methode eignet sich besonders zur Gewinnung von Mesobili- 
rubin aus schwach schwefelhaltigen, unreinen Bilirubinpraparaten. 
Durch diese quantitative Reaktion muBte sich auch Bilirubin, 
wie es bei der Aufarbeitung der Rindergallensteine erhalten wird, 
in Mesobilirubin iiberfiihren lassen. Es war zu erwarten, daB, falls 
diesem Bilirubin Bilifuscin beigemengt war, sich das Mesobilifuscin 
in den Mutterlaugen befindet. Die Ausbeute an reinem Mesobili- 
rubin betrug bei diesem Versuch 83°/,. Die Mutterlaugen hatten 
gelbbraune Farbe und enthielten noch 8°/, Substanz; mit Zink- 
acetat war das Purpurinspektrum zu beobachten, eine Fallung trat 
nicht ein. Nach W.Siedel und H. Moller ist die positive Fallung 
ein scharfes Kriterium fiir Mesobilifuscin, und wir schlieBen daher, 
daB die Mesobilirubinmutterlaugen kein Mesobilifuscin enthielten. 
Aus dieser quantitativen Uberfiihrung von Bilirubin in Meso- 
bilirubin muB geschlossen werden, da8 ihm ein anderer Gallen- 
farbstoff praktisch nicht beigemengt sein kann. Ein Gehalt an 
dem in der alten Literatur beschriebenen Bilifuscin1) scheidet 
vollkommen aus, denn eine charakteristische Kigenschaft des (bisher 
nicht in krystallisiertem Zustand erhaltlichen) Bilifuscins ist seine 
Léslichkeit in Alkohol und so wurde es auch u.a. von Stideler 
aus dem eingeengten Chloroformextrakt der Gallensteine isoliert. 
Aus diesem wurde es durch Alkoholextraktion von Bilirubin ab- 
getrennt. Das nach der Methode von H. Fischer gewonnene 
Bilirubin kann dieses Pigment nicht enthalten, denn das Gallenstein- 
pulver wird nach dieser Methode zuerst mit Ather, und nach der 
Saéurebehandlung mit Alkohol erschépfend extrahiert. 

Was die Darstellungsmethode des Bilirubins anlangt, so ist 
den bisherigen Angaben noch hinzuzufiigen, daf bei der Zersetzung 
des Bilirubinkalks, bzw. Bilirubinmagnesiums mit Salzsiure, wie 
schon friiher hervorgehoben2), stiirkerer Uberschu8 von Chlor- 
wasserstoff unbedingt zu vermeiden ist. Wir teigen das, wie friiher 
beschrieben, feinst gepulverte und durch Haarsiebe getriebene 
Pulver mit etwa 2 Liter 0,25°/,iger heiBer Salzsiure an und 
schiitteIn dann in der Kalte, bis die Kongoreaktion negativ ist, 
dann wird jeweilig wieder wenig konzentrierte Salzsiure zugesetzt, 
bis die Reaktion auf Kongopapier wieder positiv ist, dann wird 
wieder geschiittelt und so lange konzentrierte Salzsiure zugegeben, 
bis die Reaktion auf Kongo dauernd deutlich blau ist. Ver- 
wendet man einen stiirkeren UberschuB von Salzsiiure, so wird das 


) G. Staideler, Liebigs Ann. 132, 326 (1864). 
*) H. Fischer, Diese Z. 73, 217 (1911). 
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Bilirubin nur noch schlecht krystallisationsfahig und gibt dann 
eine gréBere Menge von Kérper II bei der Amalgamreduktion. 

Aus makroskopisch krystallisiertem Bilirubin, das nach obiger 
Vorschrift hergestellt war, wurde Kérper II in einer Ausbeute 
von 17°/, erhalten; aus Ammoniumbilirubin erhielten wir 12°/,, 
aus Biliverdin 18°/, Kérper II. 

Ks wurde nun auch das durch Kondensation der Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiiure mittels Formyldehyd—Salzsiure erhaltene 
symmetrische Bilirubin XII1@ der Amalgamreduktion unterworfen. 
Korper IIT konnte dabei nicht beobachtet werden. 

Das durch Einengen der Chloroform—Petrolitherlésung in 
rein weiBem Zustand erhaltene Mesobilirubinogen war im D.S.D. 
identisch mit Meso-bilirubinogen XII1@1). Wir sehen darin einen 
weiteren Beweis fiir die Hinheitlichkeit der verwendeten Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiure. 

Da nun aus Bilirubin und auch aus Biliverdin, das als 
Dimethylester vorher chromatographisch gereinigt wurde und aus 
diesem Grunde keine Spur Bilifuscin enthalten kann, Kérper IL 
in einer Ausbeute von 10—20°/, erhalten wurde, nehmen wir an, 
daB infolge der Nachbarstellung der Oxy- und Vinylgruppe in 
Kern IV zu Beginn der Reduktion Sekundarprodukte entstehen, 
die beim Fallen mit Petrolither Mesobilirubinogen und auch 
unvermeidbar Urobilin mitreiBen. Es ist nicht unwahrscheinlich, 
daB gerade durch sie die Oxydation beschleunigt wird. 

Alle Schwierigkeiten beim Bilirubin und Biliverdin sind also 
offensichtlich bedingt durch die Nachbarschaft der Oxy- mit der 
Vinylgruppe, die vermutlich zu Verkettungsreaktionen fihrt (z. B. 
unter Bildung von Furanringen). 

Dies steht im Kinklang mit dem Ergebnis der Amalgam- 
reduktion von symmetrischem Bilirubin, bei dem wie beim Meso- 
bilirubin (vgl. oben) keinerlei Kérper I] entsteht und wird weiterhin 
bestirkt durch den Verlauf der Resorcinschmelze, bei der sich 
ebenfalls Bilirubin und Biliverdin im Gegensatz zu symmetrischem 
Bilirubin und Mesobilirubin dadurch auszeichnen, daB die 2. Halfte 
verharzt, was nur durch die Instabilitit des Kerns IV erklart 
werden kann. (Vgl. auch 8. 200.) | | 

Im iibrigen steht die Menge an Korper IT auch in groSer Ab- 
hingigkeit von dem Verhiiltnis des angewandten Chloroforms und 
Petrolithers sowie von der Aciditiit der Lésungen beim Ausschiitteln. 


1) W. Siedel u. H. Moller, Diese Z. 264, 64 (1940). 
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Die Befunde von H. Fischer und P. Meyer’), die bei der 
Amalgamreduktion von reinstem makroskopisch krystallisiertem 
Bilirubin Kérper IT in einer Ausbeute von 41,5°/, erhielten, 
miissen dahingehend gedeutet werden, daB es sich bei diesem 
amorphen Produkt vorwiegend um Mesobilirubinogen, Urobilin 
und eventuell um Sekundirprodukte gehandelt hat. Dies stimmt 
auch iiberein mit der dort veréffentlichten Analyse des Kérpers II 
sowie mit dem Ergebnis seines oxydativen Abbaus. 


Selbstverstiindlich werden durch diese Feststellungen die der 
Herren Siedel und Méller in keiner Weise berihrt, denn ‘bei 
letzterer Arbeit diente ja Rohbilirubin (mit Bilifuscingehalt nach 
Stadeler) als Ausgangsmaterial, wihrend unsere Feststellungen 
sich auf Bilirubin nach H. Fischer gewonnen, beziehen. Es sei 
daran erinnert, daB auch Siedel und Moller bei der Verwendung 
von reinem Bilirubin (a. a. O. 8. 123), sowie auch von Glaukobilin 
und Mesobilirubin XIII @ Mesobilifuscin nicht erhielten, womit 
das schon 1914 festgestellte Fehlen von Kérper Il?) bei der 
Amalgamreduktion von Mesobilirubin zu Mesobilirubinogen iiber- 
einstimmt. 


Von H. Fischer wurde bei der Mesobilirubindarstellung ein 


Korper erhalten, dessen Analyse fiir ein Produkt mit héherem 


Sauerstoffgehalt sprach’). Auf Grund der Beilsteinprobe wurde 
der Kérper als chlorfrei angesprochen. Neuerdings konnte wieder 
eine Substanz isoliert werden, deren Analysendaten mit den obigen 
iibereinstimmten. Die Beilsteinprobe war ebenfalls negativ. Durch 
quantitative Halogenbestimmung konnte jedoch ein Chlorgehalt 
von 3,18°/, festgestellt werden. 


DaB es sich hier um einen Gehalt an Krystallchloroform 
handelt, wurde bewiesen, indem Mesobilirubin durch langsame 
Krystallisation aus viel Chloroform in einen Kérper mit einem 
Chlorgehalt von 5,24°/, iibergefiihrt werden konnte, dessen 
Debye-Scherrer-Diagramm mit dem obigen identisch war, 
wihrend Mesobilirubin aus wenig Chloroform, in der Hitze 
krystallisiert, ein anderes Debye-Scherrer-Diagramm aufweist 
und chlorfrei ist. 

_ Offensichtlich handelt es sich bei dem durch Zink—Methyl- 
alkohol-Reduktion aus Glaukobilin erhaltenen ,,[so- mesobili- 


1) Diese Z. 75, 343 (1911). © 
) Z. Biol. 65, (47) 169 (1914). 
a. ©... 398. 
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rubin“?) ebenfalls um ein normales Mesobilirubin 1X denn 
unser Kérper krystallisiert wie der an dieser Stelle beschriebene, 


in ziegelroten Prismen, die an der Luft ihre Farbe in Braun 
veriindern. 


Durch Einwirkung von Brom auf Mesobilirubin in Chloro- 
form—Hisessig wurde von H. Fischer und G. Niemann ein 
prachtvoll krystallisierter Bromkérper?) erhalten. Nach den dort 
beschriebenen Kigenschaften lag es nahe, in ihm ein Glaukobilin 
zu erblicken. Durch Veresterung der noch vorhandenen Substanz 
mit Diazomethan konnte tatsichlich ein in blauen Prismen 
krystallisierender Kérper vom Schmelzp. 238° (Kofler) erhalten 
werden. Mit Glaukobilin [IX e-dimethylester trat im Mischschmelz- 
punkt keine Depression ein. 


Glaukobilin wurde also bereits im Jahre 1925 beobachtet. 


Dem Bund der Freunde der Technischen Hochschule Miinchen sprechen 
wir auch an dieser Stelle verbindlichsten Dank aus fiir die Zurverfiigung- 
stellung von Mitteln zur Durchfiihrung vorliegender Arbeit. 


Versuechsteil 


Resorcinschmelze des Bilirubinesters. Im Porzellantiegel werden 
8—10 g Resorcin bis zum kriiftigen Sieden erhitzt, dann die Flamme ab- 
gestellt und 0,3 g Bilirubindimethylester in die Schmelze eingetragen. Nach 
20—25 Sekunden gieSt man in destilliertes Wasser. Mehrere solche Ansiitze 
werden vereinigt und der z. T. kolloidale Niederschlag in Chloroform ge- 
schiittelt. Man wiischt mit destilliertem Wasser méglichst resorcinfrei und 
trennt mit Soda von geringen Spuren Verseiftem. Zur weiteren Reinigung 
wird die eingeengte heiBe Chloroformlésung mit siedendem Petrolither 
verseizt und durch ein Schnellfilter gegossen. 

Man erhilt so ein hellgelbes Filtrat, aus dem der Vinyl-neoxantho- 
bilirubinsiiuremethylester durch Abdampfen des Petroliéthers und Vertreiben 
des Chloroforms mit Methylalkohol in goldgelben Plittchen krystallisiert. 
Der Riickstand der Petrolitherfillung wird wieder in heiSem Chloroform 
gelést und, wie oben beschrieben, mit Petrolither versetzt. Diese Operation 
wird so oft wiederholt, bis aus den so erhaltenen Lésungen keine nennens- 
werte Menge krystallisierter Substanz mehr zu erhalten ist. 

Ausbeute aus 1 g Bilirubindimethylester: 0,180 g Vinyl-neoxanthobili- 
rubinsiiureester. Schmelzp. 185°. 

Als Riickstand der Petrolitherfillung bleibt eine dunkle amorphe 
Masse, die leider die Hauptmenge darstellt. 


Fraktionierte Krystallisation des Vinyl-neoxanthobilirubinsaure- 
methylesters. 8g des .,Vinylesters“ wurden umkrystallisiert, wie es das 
folgende Schema zeigt, in dem die Kreise jeweils eine Krystallisation, die 


1) H. Fischer, A. Baumgartner u. R. HeB, Diese Z. 206, 203 (i932). 
2) Diese Z. 146, 197 (1925). 
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ausgezogenen Linien den Weg der Mutterlaugen und die gestrichelten 
Linien den der Krystallisate darstellen. Es wurde in Chloroform gelést 
und durch Verdriingen desselben aus Methanol krystallisiert. Der Riickstand 
wurde auf diese Weise noch weitere 5mal umkrystallisiert. Die vereinigten 
Mutterlaugen wurden eingeengt und der auskrystallisierte Kérper wiederum 
5mal umkrystallisiert. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Die 
Endkrystallisate dieser 3 Serien zeigten einen Schmelzpunkt von 187° und 
krystallisierten in Rhomben. Sie wurden vereinigt. Jetzt wurden die ersten 
3 Mutterlaugen der letzten Serie vereinigt, krystallisierter K6rper ab- 
geschieden und umkrystallisiert. Auf diese Weise wurden den Mutterlaugen 
noch weitere 3mal krystallisierte Substanz entzogen. SchlieBlich wurde 
stark eingeengt, und der ,,Vinylester‘ krystallisierte in gelben Blittchen 
vom Schmelzp. 183° aus. Nach 4maligem Umkrystallisieren stieg der 
Schmelzpunkt wieder auf 186°. 


Ausgangsgemisch Schmelzp. 185° 


Mittelfraktion 
Rhomben Schmelzp. 186° 


Blattchen Schmelzp. 183° 


Resorcinschmelze des Mesobilirubin IX «-dimethylesters. Der 
Versuch wurde, wie beim Bilirubinester beschrieben, durchgefiihrt. Ausbeute 


70°/o. Schmelzp. 175° Nach 5maligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol 
Sehmelzp. 200°. 


Partielle Hydrierung des Vinyl-neoxanthobilirubinsauremethyl- 
esters. 500 mg des ,,Vinylmethens“* werden in Methylalkohol—Chloroform 
gelést und mit Pd in Wasserstoffatmosphire geschiittelt. Nach Beendigung 
der Wasserstoffaufnahme wird vom Katalysator abfiltriert, in Chloroform 
gegeben und mit Soda und destilliertem Wasser durchgeschiittelt. Nach 
dem Trocknen wird durch Verdriingen des Chloroforms mit Methanol 
krystallisiert. Ausbeute 370mg. Schmelzp. 171° Mischschmelzpunkt mit 
synthetischem Neoxanthobilirubinsiuremethylester 170°. Nach 5 maligem 
Umkrystallisieren Schmelzp. 171°. 


Resorcinschmelze des Biliverdindimethylesters. Der Versuch 
wurde, wie beim Bilirubinester beschrieben, durchgefiihrt. Das Schmelzen 
wurde unterbrochen als der Farbton der Lésung von Griinblau nach Gelb 
umschlug, was nach etwa 20 Sekunden eintrat. Ausbeute aus 0,9 g Biliverdin- 
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dimethylester 160 mg Vinyl-neoxanthobilirubinsiuremethylester. Schmelz- 
punkt 185°. 

Hydrierung: 150mg dieses Esters wurden in Aceton aufgeschlimmt 
und bis zur Beendigung der Wasserstoffaufnahme mit Pd als Katalysator 
geschiittelt. Es konnten 120 mg Neoxanthobilirubinsiiuremethylester vom 


Schmelzp. 171° erhalten werden. Mit synthetischem Neoxanthobilirubin- 
siuremethylester keine Depression. 


Resorcinschmelze des 1’,8’-Dioxy-1,3,6,8-tetramethyl-2, 7-divinyl- 
bili-dien - (2’«,7 )-4,5-dipropionsaure-dimethylesters (V). 270 mg des 
symmetrischen Bilirubin XIII a-dimethylesters werden, wie oben beschrieben, 
der Resorcinschmelze unterworfen und aufgearbeitet. Ausbeute 190mg Vinyl- 
neoxanthobilirubinsiiuremethylester Schmelzp. 185°. 


Verseifung des Vinyl-neoxanthobilirubinsiuremethylesters. Der 
Ester wird mit methylalkoholischem Kali unter Zusatz yon etwas Wasser 
erwirmt. Nach dem Abkiihlen wird mit Wasser verdiinnt, mit verdiinnter 
Essigsiure neutralisiert und der Niederschlag abgenutscht. Der getrocknete 
Niederschlag wird in heiBem Methanol gelést und die freie Siure zur 
Krystallisation gebracht. Formel IV. 


Darstellung des Monomethoxy-bilirubindimethylesters und des 
Dimethoxy -bilirubindimethylesters. — a) Veresterung des Bilirubin- 
ammoniums: 300 mg des Ammonsalzes werden in 50 cem Chloroform auf- 
geschlimmt und mit einer méglichst konzentrierten Lésung von destilliertem 
Diazomethan in Ather versetzt. Nach kurzer Zeit ist alles in Lésung ge- 
gangen und die Veresterung beendet. Mehrere Ansitze werden vereinigt 
und nach Zugabe von Chloroform mit Soda ausgeschiittelt. Nach dem 
Trockenfiltrieren wird stark eingeengt und chromatographiert. 

b) Chromatographie: Das Chromatographieren wird am besten in 
kleinen Ansiitzen durchgefiihrt. Als Adsorbens dient Aluminiumoxyd, das 
mit Chloroform eingeschliimmt ist. Der Dimethoxy-bilirubinester liuft mit 
Chloroform zuerst durch. Der Monomethoxy-bilirubinester wird durch Zu- 
gabe von einigen Tropfen Methylalkohol zum Chloroform abgetrennt und 
der zuriickbleibende Bilirubinester wird schlieBlich mit heiBem Methyl- 
alkohol—Chloroform eluiert. 

c) Krystallisation des Dimethoxy-bilirubindimethylesters Xa: Den Di- 
methoxy-bilirubinester erhilt man nach dem Verdringen des Chloroforms 
durch Methylalkohol in prachtvollen Niidelchen. Er ist gut léslich in Ather, 
Petrolither und Aceton. Zur Analyse wurde aus Methylalkohol umkrystal- 
lisiert. Schmelzp. 156° (Kofler). 


3,910 mg Subst.: 9,940 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 4,128 mg Subst.: 
0,333 cem N, (16°, 709 mm). — 4,023 mg Subst.: 5,974 mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (640,8) Ber. C 69,35 H 692 N 8,74 OCH, 19,35 
Gef. ,, 69,33 , 687 , 889 ,, 19,60. 


Krystallisation des Monomethoxy -bilirubindimethylesters: Der Mono- 
methoxy -bilirubinester wird nach Eindampfen der Chloroformlésung und 
Einschiitten in heiBen Petroliither beim Abkiihlen in derben Prismen er- 
halten. Er ist gut lislich in Aceton und Chloroform und krystallisiert am 
besten aus Ather oder Petroliither. Zur Analyse wurde aus Petrolither 
umkrystallisiert. Schmelzp. 237° (Kofler). 
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4,230 mg Subst.: 10,629 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 4,150 mg Subst.: 
0,348 cem N, (17°, 715 mm). — 4,170 mg Subst.: 4,596 mg AgJ. 


CygHy.OgN, (626,7) Ber. C 69,00 H 6,76 N 894 OCH, 14,86 
Gef. ,, 68,53 ,, 635 ,, 9,13 » 14,54. 


Mit Zinkacetat und Jod in alkoholischer Lésung entsteht tiefe Griin- 
firbung mit undeutlicher Bande bei 657 mu; keine Rotfluorescenz. 


Hydrierung des Monomethoxy-bilirubindimethylesters IX« zu 
Monomethoxy-mesobilirubin [Xo-dimethylester (VI). 300 mg des Mono- 
methylithers werden in Aceton—Methylalkohol mit Pd und 2 Mol Wasser- 
stoff hydriert. Man erhilt 180 mg des Mesokérpers. Aus Methylalkohol 
zur Analyse krystallisiert Schmelzp. 190°, 230° 


4,230, 3,703 mg Subst.: 10,486, 9,224 mg CO,, 2,702, 2,325 mg H,O. — 
3,143 mg Subst.: 0,263 cem N, (19°, 715 mm). — 3,947 mg Subst.: 4,33 mg AgJ. 


Ber. C 68,55 H 7,35 N 8,88 OCH, 14,76 
Gef. ,, 68,61, 68,94 ,, 715, 7,03 ,, 9,20 » 14,49. 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht Griinfiirbung mit 
einer unscharfen Bande bei 663 mu; keine Rotfluorescenz. 


Hydrierung des Dimethoxybilirubin IXu-dimethylesters zu Di- 
methoxy-mesobilirubin [X«-dimethylester. 50 mg des Diiithers werden 
analog dem Monoiither hydriert. Das Hydrierungsprodukt wird aus Methyl- 
alkohol zur Analyse krystallisiert. Schmelzp. 132° (Kofler). 


3,398 mg Subst.: 8,538 mg CO,, 2,025mg H,O. — 3,967 mg Subst.: 
0,314 eem N, (25°, 718mm). — 3,773 mg Subst.: 5,169mg AgJ. — 4,289 mg 
Subst.: 1,2075 ecm n/50 KSCN. 


C,,H,,0,N, (644,8) Ber. C 68,91 H 7,51 N 8,69 OCH, 19,23 
Gef. ,, 68,53 ,, 667 ,, 857 ,, 18,09, 18,72. 


Monomethoxy -mesobilirubin IXa-dimethylester (VI) aus Meso- 
bilirubin IX. Darstellung wie oben. Der KG6rper ist in den Eigenschaften, 
dem Schmelzpunkt und der Léslichkeit analog der durch Hydrierung des 
Monomethoxy-bilirubinesters dargestellten Substanz. Schmelzp. 190°, 230°. 


Monomethoxy-koprobilirubin IVy-tetramethylester aus Kopro- 
bilirubinIVy. Darstellung wie oben. Der Kérper krystallisiert sehr gut 
aus Methylalkohol. Schmelzp. 188° (Kofler). 


3,718 mg Subst.: 8,791 mg CO,, 2,188 mg H,O. — 3,842 mg Subst.: 
0,276 eem N, (20°, 715 mm). — 4,531 mg Subst.: 7,305 mg AgJ. 
Cy oH;,0,.N, (746,8) Ber. C 64,33 H 6,75 N 7,50 OCH, 20,78 
Gef. ,, 64,49 ,, 6,58 ,, 7,87 » 20,68. 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht Griinfiirbung mit 
einer unscharfen Bande bei 665 mu; keine Rotfluorescenz. 


Monomethoxy-biliverdindimethylester aus Biliverdin. Durch Ver- 
esterung des Rohbiliverdins, wie es nach der Vorschrift von H. Fischer und 
H. Reinecke nach der Zersetzung des Ferrobilins des Biliverdins anfillt, 


C, oH, (6 30, 8) 
| 
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mit konzentrierter Diazomethanlésung. Weitere Darstellung wie oben. Zur 
Analyse wurde aus Methylalkohol krystallisiert. Schmelzp. 208° (Kofler), 


3,170 mg Subst.: 7,958 mg CO,, 1,591 mg H,O. — 3,263 mg Subst.: 
0,261 cem N, (23°, 735 mm). — 3,262 mg Subst.: 3,651 mg AgJ. 


CygHyoOgN, (624,7) Ber. C 69,22 H 645 N 897 OCH, 14,89 
Gef. ,, 6847 ,, 562 ,, 8,92 44409. 


Mit Zinkacetat und Jod keine Farbinderung und kein charakteristisches 


Spektrum. Nach etwa 10 Minuten tritt das Jod-Zink-Spektrum des freien 
Biliverdins auf. 


Monomethoxy-koproglaukobilin IV y- tetramethylester aus Kopro- 
glaukobilinIVy. Der Kérper krystallisiert in prachtvollen dunkelblauen 
Prismen, und die Darstellung erfolgt wie oben. Zur Analyse wurde aus 
Methanol krystallisiert. Schmelzp. 148° (Kofler). 


4,078 mg Subst.: 9,633 mg CO,, 2,215 mg H,O. — 2,869 mg Subst.: 
0,215 cem N, (26°, 725 mm). — 4,751 mg Subst.: 7,603 mg AgJ. 


C,oHysO0N, (744,8) Ber. C 64,50 H649 N 7,52 OCH, 20,83 
Gef. ,, 6442 ,, 608 ,, 816 ,, 21,05. 


Mit Zinkacetat-Jod keine Farbiinderung und kein charakteristisches 
Spektrum. Nach kurzer Zeit tritt die Bande des freien Koproglaukobilins auf. 


Resorcinschmelze des Monomethoxy- bilirubin [X«-dimethyl- 
esters. 100 mg des Monoiithers wurden, wie beim Bilirubinester beschrieben, 
der Resorcinschmelze unterworfen und analog aufgearbeitet. Ausbeute: 
15 mg. Schmelzp. 185°. Mischschmelzpunkt mit Vinyl-neoxanthobilirubin- 
siureester 185°. 


Resorcinschmelze des Dimethoxy-bilirubin [X«-dimethylesters. 
90 mg des Diithers wurden wie oben behandelt. Ausbeute 10mg. Schmelz- 
punkt 184°. 


Darstellung des Azofarbstoffhydrochlorids des Methoxy-neo- 
(XI). 30 mg synthetischer Methoxy- 
neoxanthobilirubinsiuremethylester werden in Chloroform gelést und einige 
Tropfen einer konzentrierten Benzoldiazoniumchloridlésung in Methylalkohol 
zugegeben. Nach dem Ausschiitteln mit Wasser und Trockenfiltrieren wurde 
das Chloroform mit Methanol verdriingt und mit einigen Tropfen methy]- 
alkoholischer Salzsiiure das Hydrochlorid abgeschieden. 


Darstellung des Azofarbstoff-hydrochlorids des Methoxy-isoneo- 
xanthobilirubinsauremethylesters (X). Darstellung analog dem letzten 
Versuch mit 40 mg. 


Darstellung der Azofarbstoffe aus Methoxy-mesobilirubin IX c- 
dimethylester. Die Darstellung ist anfangs wie oben beschrieben. Nach 
dem Einengen dés Chloroforms wurde jedoch eine Chromatographie an 
Aluminiumoxyd angeschlossen. 

Trennung der Farbstoffe durch Chromatographie: Das Aluminiumoxyd 
wurde mit Ather eingeschlimmt und vor dem Eintrocknen die hochkonzen- 
trierte Farbstofflésung aufgetropft. Mit Ather konnte der eine Farbstoff 
leicht durchgetrieben werden. Der stirker haftende Teil wurde mit Ather- 
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4,230 mg Subst.: 10,629 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 4,150 mg Subst.: 
0,348 cem N, (17°, 715 mm). — 4,170 mg Subst.: 4,596 mg AgJ. 


Cy.H.OgN, (626,7) Ber. C 69,00 H 6,76 N 8,94 OCH, 14,86 
Gef. ,, 68,53 ,, 635 ,, 9,13 » 14,54. 


Mit Zinkacetat und Jod in alkoholischer Lésung entsteht tiefe Griin- 
firbung mit undeutlicher Bande bei 657 mu; keine Rotfluorescenz. 


Hydrierung des Monomethoxy-bilirubindimethylesters [Xo zu 
Monomethoxy-mesobilirubin [Xo-dimethylester (VI). 300 mg des Mono- 
methylithers werden in Aceton—Methylalkohol mit Pd und 2 Mol Wasser- 
stoff hydriert. Man erhilt 180 mg des Mesokérpers. Aus Methylalkohol 
zur Analyse krystallisiert Schmelzp. 190°, 230°. 


4,230, 3,703 mg Subst.: 10,486, 9,224 mg CO,, 2,702, 2,325 mg H,O. — 
3,143 mg Subst.: 0,263 cem N, (19°, 715 mm). — 3,947 mg Subst.: 4,33 mg AgJ. 


(630, 8) 


Ber. C 68,55 H 7,35 N 888 OCH, 14,76 
Gef. ,, 68,61, 68,94 ,, 715, 7,03  ,, 9,20 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht Griinfiirbung mit 
einer unscharfen Bande bei 663 mu; keine Rotfluorescenz. 


Hydrierung des Dimethoxybilirubin IXc-dimethylesters zu Di- 
methoxy-mesobilirubin IX «-dimethylester. 50 mg des Diiithers werden 
analog dem Monoiither hydriert. Das Hydrierungsprodukt wird aus Methyl- 
alkohol zur Analyse krystallisiert. Schmelzp. 132° (Kofler). 


3,398 mg Subst.: 8,538 mg CO,, 2,025mg H,O. — 3,967 mg Subst.: 
0,314 cem N, (25°, 718mm). — 3,773 mg Subst.: 5,169mg AgJ. — 4,289 mg 
Subst.: 1,2075 ecm n/50 KSCN. 


C,,H,,0.N, (644,8) Ber. C 68,91 H 7,51 N 8,69 OCH, 19,23 
Gef. ,, 68,53 ,, 6,67 ,, 857 ,, 18,09, 18,72. 


Monomethoxy -mesobilirubin I1Xa-dimethylester (VI) aus Meso- 
bilirubin IXe. Darstellung wie oben. Der Kérper ist in den Eigenschaften, 
dem Schmelzpunkt und der Léslichkeit analog der durch Hydrierung des 
Monomethoxy-bilirubinesters dargestellten Substanz. Schmelzp. 190°, 230° 


Monomethoxy-koprobilirubin IVy-tetramethylester aus Kopro- 
bilirubinIVy. Darstellung wie oben. Der Korper krystallisiert sehr gut 
aus Methylalkohol. Schmeizp. 188° (Kofler). 


3,718 mg Subst.: 8,791 mg CO,, 2,188 mg H,O. — 3,842 mg Subst.: 
0,276 eem N, (20°, 715 mm). — 4,531 mg Subst.: 7,305 mg AgJ. 
C,5H;,0,.N, (746,8) Ber. C 64,33 H 6,75 N 7,50 OCH, 20,78 
Gef. ,, 64,49 ,, 6,58 ,, 7,87 » 20,68. 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht Griinfiirbung mit 
einer unscharfen Bande bei 665 mu; keine Rotfluorescenz. 


Monomethoxy-biliverdindimethylester aus Biliverdin. Durch Ver- 
esterung des Rohbiliverdins, wie es nach der Vorschrift von H. Fischer und 
H. Reinecke nach der Zersetzung des Ferrobilins des Biliverdins anfillt, 
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mit konzentrierter Diazomethanlésung. Weitere Darstellung wie oben. Zur 
Analyse wurde aus Methylalkohol krystallisiert. Schmelzp. 208° (Kofler), 


3,170 mg Subst.: 7,958 mg CO,, 1,591 mg H,O. — 3,263 mg Subst.: 
0,261 cem Ny, (23°, 735 mm). — 3,262 mg Subst.: 3,651 mg AgJ. 


CygHyOgN, (624,7) Ber. C 69,22 H 6,45 N 897 OCH, 14,89 
Gef. ,, 68,47 ,, 5,62 ,, 8,92 5 14,09. 


Mit Zinkacetat und Jod keine Farbinderung und kein charakteristisches 


Spektrum. Nach etwa 10 Minuten tritt das Jod-Zink-Spektrum des freien 
Biliverdins auf. 


Monomethoxy-koproglaukobilin IV 7-tetramethylester aus Kopro- 
glaukobilinIVy. Der Kérper krystallisiert in prachtvollen dunkelblauen 
Prismen, und die Darstellung erfolgt wie oben. Zur Analyse wurde aus 
Methanol krystallisiert. Schmelzp. 148° (Kofler). 


4,078 mg Subst.: 9,633 mg CO,, 2,215 mg H,O. — 2,869 mg Subst.: 
0,215 eem N, (26°, 725 mm). — 4,751 mg Subst.: 7,603 mg AgJ. 


C,HisOiN, (744,8) Ber. C 64,50 H649 N 7,52 OCH, 20,83 
Gef. ,, 64,42 ,, 608 ,, 816 ,, 21,05. 


Mit Zinkacetat-Jod keine Farbinderung und kein charakteristisches 
Spektrum. Nach kurzer Zeit tritt die Bande des freien Koproglaukobilins auf. 


Resorcinschmelze des Monomethoxy- bilirubin IX«-dimethyl- 
esters. 100 mg des Monoiithers wurden, wie beim Bilirubinester beschrieben, 
der Resorcinschmelze unterworfen und analog aufgearbeitet. Ausbeute: 


15 mg. Schmelzp. 185°. Mischschmelzpunkt mit Vinyl-neoxanthobilirubin- 
siiureester 185°. 


Resorcinschmelze des Dimethoxy-bilirubin IX «-dimethylesters. 
90 mg des Diithers wurden wie oben behandelt. Ausbeute 10mg. Schmelz- 
punkt 184°. 


Darstellung des Azofarbstoffhydrochlorids des Methoxy-neo- 
xanthobilirubinsauremethylesters (XI). 30 mg synthetischer Methoxy- 
neoxanthobilirubinsiuremethylester werden in Chloroform gelést und einige 
Tropfen einer konzentrierten Benzoldiazoniumcehloridlésung in Methylalkohol 
zugegeben. Nach dem Ausschiitteln mit Wasser und Trockenfiltrieren wurde 
das Chloroform mit Methanol verdriingt und mit einigen Tropfen methyl- 
alkoholischer Salzsiiure das Hydrochlorid abgeschieden. 


Darstellung des Azofarbstoff-hydrochlorids des Methoxy-isoneo- 
xanthobilirubinsauremethylesters (X). Darstellung analog dem letzten 
Versuch mit 40 mg. 


Darstellung der Azofarbstoffe aus Methoxy-mesobilirubin IXc- 
dimethylester. Die Darstellung ist anfangs wie oben beschrieben. Nach 
dem Einengen des Chloroforms wurde jedoch eine Chromatographie an 
Aluminiumoxyd angeschlossen. 

Trennung der Farbstoffe durch Chromatographie: Das Aluminiumoxyd 
wurde mit Ather eingeschlimmt und vor dem Eintrocknen die hochkonzen- 
trierte Farbstofflésung aufgetropft. Mit Ather konnte der eine Farbstoff 
leicht durchgetrieben werden. Der stirker haftende Teil wurde mit Ather- 
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Chloroform eluiert. AnschlieSend wurden die Farbstoffe als Hydrochloride 
aus Methylalkohol abgeschieden. 


Darstellung und Chromatographie der Azofarbstoffe des Mono- 
methoxybilirubin [Xo-dimethylesters. Die Kupplung und chromato- 
graphische Trennung erfolgte wie im letzten Versuch beschrieben. 


Darstellung des ,,Nitritkorpers“ (XII). Der ,,Nitritkérper“ wurde 
nach der Vorschrift yon H. Fischer und G. Niemann dargestellt. Zur 
weiteren Reinigung schlo8 sich eine Hochvakuumsublimation an. Auf 
diese Weise wurden aus 4g Bilirubin im Durchschnitt etwa 50 mg, aus 
1 g Biliverdin 18 mg und aus 300 mg Vinyl-neoxanthobilirubinsiiure 20 mg 
reiner erhalten. Schmelzp. 86°. 


Hydrierung des ,,Nitritkorpers“. 60 mg frisch sublimierter ,,Nitrit- 
kérper‘’ werden in 30 cem Methylalkohol gelést und mit Pd bis zur Be- 
endigung der Wasserstoffaufnahme geschiittelt. Dann wird iiber Ather- 
Wasser aufgearbeitet. Beim Verdampfen des Athers hinterbleibt ein Ol, 
das iiber Nacht vollkommen krystallisiert. Schmelzp. 58°. Nach 2 maliger 
Sublimation stieg der Schmelzpunkt auf 65° Schmelzpunkt 10 Tage nach 
der Darstellung 65°. Mischschmelzpunkt mit Methylithylmaleinimid 65°. 


Diazoessigesteranlagerung an Bilirubindimethylester. 2 ¢ amorpher 
Bilirubinester werden in einem Uberschu8 Diazoessigmethylester in der 
Hitze gelést und auf dem Wasserbad bei 80° etwa 12 Stunden erhitzt. 
Dann wird in einer mit Ather aufgeschlimmten Aluminiumoxydsiiule vom 
Diazoessigester abgetrennt. Der Farbstoff bleibt haften, wihrend der rest- 
liche Diazoessigester quantitativ mit Ather durchliiuft. Nach dem Eluieren 
des Farbstoffs mit heiBem Methanol-Chloroform wird in der Siedehitze mit 
einer methylalkoholischen Liésung von Eisenchlorid versetzt und zum ent- 
sprechenden Ferrobilin dehydriert. Dann wird mit Wasser und verdiinnter 
Natronlauge zur Zerstérung des Ferrobilins durchgeschiittelt. SchlieBlich 
wird noch eine Chromatographie angeschlossen und der Farbstoff mit 
Chloroform an Aluminiumoxyd entwickelt. Der so erhaltene Kérper wird 
in Methylalkohol mit einigen Tropfen methylalkoholischer Zinkacetatlésung 
versetzt und stark eingeengt. Das Zinksalz wird durch Zugabe von Ather 
zur Abscheidung gebracht und 2mal aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Nach der Zersetzung mit verdiinnter Salzsiiure kann aus der rein blauen 
Lésung der 1’,8’-Dioxy-1, 3, 6, 7-tetramethy] - 2, 8-cyclopropylearbmethoxy-bili- 
trien-(2’a, 5’ms, 7’y)-4, 5-dipropionsiure-dimethylester (XIV) aus Methylalkohol 
krystallisiert werden. Zur Analyse wurde aus der Hiilse mit Chloroform 
extrahiert und dieses mit Methylalkohol verdriingt. Schmelzp. 188° (Kofler), 
Ausbeute 60 mg. 


3,543 mg Subst.: 8,436 mg CO,, 1,887 mg H,O. — 4,808 mg Subst.: 
0,343 cem N, (25°, 708 mm). — 4,187 mg Subst.: 1,086 cem n/50 KSCN. 
C,,Hy,0,.N, (754,8) Ber. C 65,23 H 6,14 N 7,42 OCH, 16,44 
Gef. ,, 64,94 ,, 5,96  ,, 7,61 
Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rotfluores- 
cenz.und Blaufirbung. | 
Spektrum: I. 630; II. 580. Reihenfolge der Intensititen: I, II. 
Zinksalz des 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl-2,8-cyclopropylcarb- 
methoxy - bili - trien - (2’«,5’ms, 7’y)-4,5-dipropionsaure -dimethylesters. 


} 
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3,275 mg Subst.: 7,255 mg CO,, 1,666 mg 0,327mg ZnO. — 


: 3,975 mg Subst.: 0,264 ccm N, (25°, 708 mm). — 3, 271 mg Subst.: 0,776 cem NATIONAL 
n/50 KSCN. 


INST¢TUTE 
C,,H,,0,.N,Zn (818,2) 
Ber. C 60,18 H 5,42 N 6,85 OCH, 15,17 Zn 7,99 RESEARCH 
Gef. 60, 42 5, 69 14, 96 8, 02. 3 


DAIRYING 
Anlagerung von Diazoessigester an Biliverdindimethylester. Bili- 


verdinester wurde mit einem Uberschu8 von Diazoessigmethylester versetzt 
und bis zur Lésung am siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wurde auf 
dem Wasserbad iiber Nacht erwirmt, an einer Aluminiumoxydsiule mit 
Ather vom Diazoessigester getrennt und mit einem Gemisch Ather-Chloro- 
form entwickelt. Die Reinigung tiber das Zinksalz wurde wie im vorigen 
Versuch beschrieben, durchgefihrt. Zur Analyse mit Chloroform extrahiert 
und mit Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. 


4,313 mg Subst.: 1,120 cem n/50 KSCN. 
C,,Hy,0,.N, (754,8) Ber. OCH, 16,43 Gef. OCH, 16,38. 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rotfluores- 
cenz und Blaufirbung. 


Spektrum: I. 630; II. 580. Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Anlagerung von Diazoessigester an Vinyl -neoxanthobilirubin- 
sauremethylester zum 5-Oxy-4, 3’-dimethyl-3-cyclopropylcarbmeth- 
oxy- -pyrromethen- 4’-propionsiuremethylester (XV). 500 mg ,,Vinylester‘ 
wurden in der Hitze in einem Uberschu8 Diazoessigmethylester gelist und 
iiber Nacht auf dem Wasserbad erwdrmt. Dann wurde chromatographisch 
mit Ather von einem Uberschu8 Diazoessigester getrennt, der gelbe Farb- 
stoff mit heiBem Methylalkohol—-Chloroform eluiert und iiber Wasser in 
Chloroform gebracht. Durch Vertreiben des Chloroforms mit Methylalkohol 
konnten blaBgelbe, lange Nadeln erhalten werden. Ausbeute 320 mg. Zur 


Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und dieses mit Methanol verdriingt. 
Schmelzp. 193°. 


4,291 mg Subst.: 10,113 mg CO,, 2.478 mg H,O. — 3,064 mg Subst.: 
0,218 eem N, (25°, 718 mm). — 4,048 mg Subst.: 5,162 mg AgJ. 


C,,H,,0;,N, (372,4) Ber. C 64,50 H 649 N 7,52 OCH, 16,67 
Gef. ,, 6428 ,, 646 ,, 7,70 ,, 16,85. 


Kondensation der 5-Oxy-4,3’- dimethyl-3-cyclopropylcarbonsaure- 
pyrromethen -4’-propionsdure zur 1’, 8’- Dioxy -1, 3, 6, 8-tetramethyl- 
2,7 -cyclopropylcarbonsaure - bili - dien - (2’ a, 7’ 7) - 4, 5- dipropionsaure 
(XV). 300 mg des Diazoessigesteranlagerungsprodukts werden mit methyl- 
alkoholischem Kali verseift und die freie Siure mit Formaldehyd-Salzsiure 
kondensiert. Zur Analyse wurde 3mal mit Chloroform—Methylalkohol extra- 
hiert und schlieBlich aus Pyridin-Methylalkoho! zur Krystallisation gebracht. 
Feinste gelbe Niidelchen. 


3,718 mg Subst.: 8,714 mg CO,, 2,086 mg H,O. — 5,151 mg Sybst.: 
0,373 cem N, (24°, 721 mm). — 22 y weiBe Asche. 


(700,77) Ber. C 63,42 H 5,75 N 7,99 
Gef. ,, 63,92 » 6,28 
16* 
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Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rotfluores- 
cenz und Blaufirbung. 
Spektrum: I. 630; II. 580. Reihenfolge der Intensititen: I, IT. 


Darstellung des 
esters (XVII). 1 g,,Vinylester“ wurden in 300 cem Chloroform gelést, mit 
5 eem wasserfreier Blausiure versetzt und unter Eiskihlung 2 Stunden 
trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Dann wurde noch 1 Stunde stehen 
gelassen. Die Lésung farbt sich im Verlauf der Reaktion dunkelbraun. Es 
wird mit absolutem Ather gefaillt und etwa 30 Minuten stehen gelassen. 
Das Imidchlorid fallt mit braungelber Farbe aus. Nun wird abgenutscht 
und mit absolutem Ather nachgewaschen. Man versetzt mit destilliertem 
Wasser und hingt etwa '/, Stunde in ein lauwarmes Wasserbad. Der 
Aldehyd fallt mit dunkelgelber Farbe aus. Er wird abgenutscht und im 
Vakuum getrocknet. Man lést in einem heiSen Gemisch von Methylalkohol-- 
Chloroform und bringt durch Verdriingen des Chloroforms zur Krystallisa- 
tion. Ausbeute 75°/,. Zur Analyse wurde aus der Hiilse mit Methylalkohol- 
Chloroform extrahiert und durch Verkochen des Chloroforms zur Krystalli- 
sation gebracht. Lange gelbe Nadeln vom Schmelzp. 250° (Kofler). 


3,575 mg Subst.: 8,642 mg CO,, 1,980 mg H,O. — 4,054 mg Subst.: 
0,313 cem N, (22°, 722 mm). — 3,349 mg Subst.: 0,540 eem n/50 KSCN. 


(3283) Ber. C 65,84 H614 N 853 OCH, 9,44 
Gef. ,, 65,93 ,, 620 ,, 848  ,, 10,17. 


Phenylhydrazon des Formy] - vinyl - neoxanthobilirubinsaure- 
methylesters. 100mg des Aldehyds wurden in Eisessig aufgeschlimmt 
und mit wenig Phenylhydrazin versetzt. Es erfolgt sofort ein Farbumschlag 
von Gelb nach Rot. Nach einigem Stehen wurde in Ather gegeben, mit 
Wasser, verdiinnter Salzsiiure und Soda gewaschen, getrocknet, eingeengt 
und der Kérper aus Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. Zur Analyse 
wurde mit Methylalkohol aus der Hiilse extrahiert. Violettrote Nadeln vom 
Schmelzp. 238° unter Zersetzung. : 


5,275 mg Subst.: 0,665 com N, (24°, 721 mm). — 38,744 mg Subst.: 
0,488 eem n/50 KSCN. 


(418,5) Ber. N 13,39 OCH, 7,47 
Gef. ,, 13,00 » 8,22. 


Kondensation des Formyl-vinyl-neoxanthobilirubinsauremethy]l- 
esters mit zum 1’,8’-Dioxy- 
1,3,6,8- tetramethyl 
saure-dimethylester (XVIII). 100mg des Aldehyds werden mit der ent- 
sprechenden Menge ,,Vinylester“ in Methylalkohol unter Zugabe von 48°/,iger 
Bromwasserstofisiure unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt. Die blaue Lisung 
wurde in Chloroform gegossen, neutral gewaschen und eingeengt. Aus Methyl- 
alkohol krystallisiert das Glaukobilin in blauen Prismen. Ausbeute 140 mg, 
Zur “Analyse wurde mit Chloroform aus der Hiilse extrahiert und mit 
Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. Schmelzp. 244° (Kofler). Der 


K6rper tritt sowohl in blauen Prismen wie auch in griinen, langen 
Nadeln auf. 
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4,602, 3,960 mg Subst.: 11,673, 10,050 mg CO,, 2,731, 2,485 mg H,O. — 
4,686 mg Subst.: 0,389 cem N, (23°, 720 mm). — 3,716 mg Subst.: 0,646 ccm 
n/50 KSCN. 


(610,3) 
Ber. C 68,81 H 6,28 N 9,17 OCH, 10,16 
Gef. ,, 69,18, 69,21 6,64, 6,88 9,06 » 10,96. 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rot- 
fluorescenz und Blaufirbung. 


Spektrum: I. 642; II. 586. Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


Kondensation des Vinyl -neoxanthobilirubinséuremethylesters 
mit Formaldehyd-Salzsaure zum 1’, 8’- Dioxy -1,3,6,8 -tetramethyl- 
2,7-diviny1-bili-dien- 
chlorid. 700 mg ,,Vinylmethenester‘‘ werden mit 10 eem Formaldehydlésung 
angeteigt und mit etwa 60—70ccm Methylalkohol versetzt. Nun wird bis 
zur volligen Lésung Chlorwasserstoff eingeleitet, wobei Erwiirmung ein- 
tritt. Beim Erkalten scheiden sich 500mg des Hydrochlorids in schénen, 
hochroten Nadeln ab. Der freie Ester wird hieraus durch Neutralisation 
mit Soda in Chloroform erhalten. 


1’,8’-Dioxy-1,3, 6,8 -tetramethyl-2,7-divinyl-bili-dien- (2’«, 7’y)-4,5- 
dipropionsaures Ammonium. 600 mg Bilirubin XIII@ werden in 20 ccm 
Methylalkohol aufgeschlimmt und Ammoniak eingeleitet. Nach kurzer Zeit 
hat sich alles gelést. In der Kilte scheidet sich das Ammonsalz in schénen, 
hochroten Nadeln ab. 


Kondensation des Vinyl - neoxanthobilirubinsauremethylesters 
mit Benzaldehyd-Chlorwasserstoff zum 1’,8’-Dioxy -1,3,6,8 - tetra- 
methyl -2,7-diviny] - ms - phenyl - bili-dien- (2’a,7’y) -4,5-dipropionsaure- 
dimethylester (XIX). 200mg,,Vinylmethen“ werden in Benzaldehyd angeteigt 
und mit methylalkoholischer Chlorwasserstoffsiure versetzt. Nach Zusatz von 
Chloroform wird mit Wasser und Soda ausgeschiittelt und der Farbstoff 
schlieBlich aus Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. Zur Analyse 
wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 210° (Kofler). 


4,192, 3,476 mg Subst.: 10,563, 8,902 mg CO,, 2,117, 1,985 mg H,O. — 
4,801 mg Subst.: 0,344 ecm N, (27°, 727 mm). — 3,974 mg Subst.: 0,553 ecm 


n/50 KSCN. 
C,,H,,0,N, (688,8) 
Ber. © 71,49 H 6,44 N 813 OCH, 9,00 
Gef. ,, 69,18, 69,85  ,, 6,13, 6,39 0,82 » 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol tritt Griinfirbung auf. 
Spektrum 640 mu. 


Umsetzung von Methylathylmaleinimid mit Phenylhydrazin a 
(XX und XXI). 500mg Methylithylmaleinimid werden in Eisessig gelést 
und mit Phenylhydrazin '/, Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 
Es wird dann Wasser zugegeben, der ausfallende krystallisierte Niederschlag 
abfiltriert und im Vakuum getrocknet. Zur Analyse wurde nach 3maligem 
Umkrystallisieren aus der Hiilse mit Methylalkohol extrahiert und zur 
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Krystallisation gebracht. Der Korper ist leicht léslich in Ather und Chloro- 


form, schwer in Petrolither und mittelschwer in Alkohol. Schmelzp. 198° 
(Kofler). 


3,971 mg Subst.: 9,910mg CO,, 2,838mg H,O. — 3,754 mg Subst.: 
0,651 cem N, (26°, 708 mm). 


C,sH,;N,O (229,38) Ber. C6808 H659 N 18,32 
Gef. ,, 68,06 ,, 659 ,, 18,44. 


Verseifung des 
bili-trien-(2’a, 5’ ms, (XXIII). Der 
aus Formy]-iso-neoxanthobilirubinsiiuremethylester und Vinyl-neoxanthobili- 
rubinsiure kondensierte Monovinylglaukobilinester wurde mit methylalkoholi- 
schem Kali in der Hitze verseift. Die Lésung mit viel Chloroform versetzt und 
unter Schiitteln mit verdiinnter Schwefelsiure neutralisiert. Nach Waschen 
des Chloroforms und Trockenfiltrieren konnte die freie Siiure aus Methyl- 
alkohol in feinen Nadeln krystallisiert werden. 


Reduktion dieser Saure zur 1’, 
2-vinyl-bili-dien-(2’a,7’y)-4,5-dipropionsaure (XXII). 120 mg der Sdure 
werden in Eisessig gelést und Zinkstaub zugegeben. Die Farbe schligt nach 
kurzem Schiitteln nach Gelbbraun um. Man versetzt mit Chloroform, filtriert ab 
und schiittelt mehrmals gut mit destilliertem Wasser durch. Nach Abdampfen 
der Hauptmenge des Chloroforms wird der Rest in einem warmen Luft- 
strom eingedunstet; man riihrt mit wenig Methylalkohol an, nutscht ab 
und wiischt mit Methylalkohol nach. Das Produkt wird aus der Hiilse 
mit Chloroform extrahiert und durch Zugabe von einigen Tropfen Methy]- 
alkohol zur Krystallisation gebracht. GroBe orangerote Plittchen. Zur 
Analyse wurde aus Pyridin umkrystallisiert. Gelbe Nadeln. Unter der 
Kofler-Apparatur konnte kein Schmelzpunkt beobachtet werden. 


4,081 mg Subst.: 9,977 mg CO,, 2,406 mg H,O, 207 Asche. — 3,931 mg 
Subst.: 0,335 cem N, (25°, 712 mm). 
(586,6) Ber. C 67,59 H648 £N 9,56 
Gef. ,, 67,00 » 6,63 a4. 


Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rotfluorescenz 
und Blaufirbung. 


Spektrum: I. 635; II. 582. Reihenfolge der Intensitiiten: I, I. 


Synthese der 1’,8’-Dioxy -1,3,6,8- tetramethyl -7 -athyl-2-vinyl- 
bili-dien-(2’«, 7’y)-4,5-dipropionsaure (XXV). Der durch Kondensation von 
Formy]-neoxanthobilirubinsiuremethylester mit Vinyl-neoxanthobilirubinsiure- 
methylester dargestellte Monovinylglaukobilinester XIIIo wurde, wie oben 
beschrieben, verseift und mit Zink-Eisessig reduziert. Nach derselben Auf- 
arbeitung erhiilt man aus Chloroform den Kérper in orangen Nadeln. Unter 
der Kofler-Apparatur kein Schmelzpunkt. 


3,457 mg Subst.: 8,504mg CO,, 2,132 mg H,O. — 4,282 mg Subst.: 
0,370 cem N, (24°, 712 mm). 


C.,Hs3N,0, (586,6) Ber. C 67,59 H 6,48 N 9,56 
Gef. ,, 67,09 » 6,90 » 9,30. 
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Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rot- 
fluorescenz und Blaufirbung. 


Spektrum: I. 635; II. 582. Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Rickfihrung des Biliverdins in Bilirubin. Biliverdinester wurde 
in methylalkoholischem Kali verseift und die freie Siure aus Methylalkohol 
zur Krystallisation gebracht. 400mg dieser Siiure wurden in Eisessig ge- 
lést, mit Zinkstaub bis zur Gelbfirbung geschiittelt, mit Chloroform versetzt, 
abfiltriert und mit destilliertem Wasser mehrmals gewaschen. Die trockene 
Chloroformlésung wurde so lange mit Petrolither versetzt, bis das ausfallende 
Produkt nicht mehr schmutzigbraun gefirbt war. Dann wurde, wie oben 
beschrieben, aufgearbeitet. Nach einmaligem Umkrystallisieren konnten aus 
Chloroform 100 mg krystallisierter Substanz erhalten werden. Zuletzt wurde 
aus Pyridin umkrystallisiert. Rotbraune Rhomben. 

Mit Zinkacetat und Jod in Methylalkohol entsteht intensive Rot- 
fluorescenz und Blaufirbung. 


Spektrum: I. 642; II. 586. Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Katalytische Reduktion von Bilirubin zu Mesobilirubin. 400 mg 
Bilirubin werden in etwa 100cem Methylalkohol aufgeschlimmt und bis 
zur vollkommenen Lésung Ammoniakgas eingeleitet. Nun wird Pd-Kataly- 
sator zugegeben und so lange in Wasserstoffatmosphiire geschiittelt, bis eine 
Probe im Jod-Zink-Spektrum identisch mit Mesobilirubin ist. Eventuell 
mu frischer Katalysator wihrend der Reaktion zugegeben werden. Aus- 
beute 330—350 mg reines Mesobilirubin. Die Mutterlauge ist hellbraun. 


Reduktion von Bilirubin zu Mesobilirubin mittels Hydrazin- 
hydrat-Pyridin. 300mg reinstes Bilirubin wurden mit einem Uberschuf 
einer 2°/,igen pyridinischen Lésung von Hydrazinhydrat auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Die Reaktion ist dann beendet, wenn ein in Chloroform 
geschiittelter Tropfen der Lésung mit methylalkoholischem Zinkacetat und 
Jod eine dem Mesobilirubin identische Bande liefert (etwa 6 Std.). Es wird 
dann in viel Chloroform gegeben und mit verdiinnter Schwefelsiiure eben 
angesiuert. Nach Neutralwaschen wird die Chloroformlésung eingeengt. 
Ausbeute 0,18 g; aus den Mutterlaugen konnten noch 80 mg erhalten werden. 

Zur Analyse wurde aus Pyridin umkrystallisiert. Schmelzp. 305° unter 
Zersetzung. 


3,635 mg Subst.: 0,323 eem N, (26°, 717 mm). 
(588,3) Ber. N 9,52 Gef. N 9,57. 


Amalgamreduktion von makroskopisch krystallisiertem Bili- 
rubin. 107 mg dieses Bilirubins wurden in verdiinnter Natronlauge gelést 
und mit 3°/,igem Natriumamalgam geschiittelt. Die Lésung wurde fast 
farblos. Dann wurde vom Quecksilber abgetrennt und nach schwachem 
Ansiiuern mit verdiinnter Schwefelsiiure 4mal mit insgesamt 80 cem Chloro- 
form durchgeschiittelt. Es wurde mit wenig Wasser gewaschen, trocken- 
filtriert, auf etwa 5ecm eingeengt und schlieBlich in 50 ccm Petrolither 
gegossen. Die Ausbeute an Kérper II betrug 17 mg. 


Amalgamreduktion von Ammoniumbilirubin. 109 mg Ammonium- 
bilirubin wurden, wie oben beschrieben, behandelt. Mit Petrolither fielen 
12 mg einer braunen amorphen Substanz aus. 


, 
) 


996 Hans Fischer und Mitarbeiter, Konstitution des Bilirubins usw. 


Amalgamreduktion von Biliverdin. 105mg der freien Siure des 
Biliverdins wurden analog behandelt. Ausbeute an Korper II 18 mg. 


Amalgamreduktion des Bilirubins XIII«. Die Reduktion wurde, 
wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Mit Petrolither flockte keinerlei Sub- 
stanz aus. 


Mesobilirubin mit Krystallchloroform. Lift man Mesobilirubin 
aus viel Chloroform in der Kialte auskrystallisieren, so erhalt man groBe 
gelbe Rhomben, die chlorhaltig sind. Geht man bei der Mesobilirubin- 
darstellung von unreinem Bilirubin aus, so erhilt man nach dieser Methode 
der Krystallisation ziegelrote Rhomben, die sich an der Luft braun firben. 
Nach 2maligem Umkrystallisieren sind die Krystalle schon fast rein gelb 
und im D.S.D. identisch mit reinstem Mesobilirubin aus Chloroform 
krystallisiert. 


Wie Herr Professor Steinmetz’) festgestellt hat, bestehen 2 Formen 
des Methylithylmaleinimids, eine stabile und eine labile. Seine Befunde 
seien hier mitgeteilt. 


Methylathylmaleinimid. — Stabile Form. Rhombisch bipyra- 
midal, a:b:e¢ = 0,3016:1:0,2918. Beobachtete Formen: b {010}, ¢ {001}, 
m {110}, o {111}. Lange Prismen, gebildet von m und b, an den Enden o 
mit kleiner Abstumpfung von ec. 


Ber. Beob. 
= (110): (010) = 73°19’ 
= (111): (001) = x 45° 18’ 


coos 


20 = (111):(111) = 23°41’ 23°43’ 
= (111):(111) = 85° 46’ 85° 47’. 


Vollkommen spaltbar nach b. Ebene der optischen Achsen 100, stumpfe 
Bisectrix parallel b-Achse. 

Labile Form. Rhombisch bipyramidal; a:b:c¢ = 1,4715:1:1,0018. 
Beobachtete Formen: b {010}, m {110}, q {011}, n {210}. Tafeln nach b, 
etwas parallel oder c-Achse verlingert, am Rande g und m, selten mit n. 


Ber. Beob. 
m:b = (110):(010) = — x 84912’ 
g:b = (011): (010) = - x 44°57’ 
n:b = (210):(010) = 36°201/,’ etwa 35—36° 


m:g = (110): (011) 54° 25 54° 30’. 
Deutlich spaltbar nach b; Ebene der optischen Achsen {100}, b-Achse 
stumpfe Bisectrix. 
Die Lésung der Krystalle der labilen Form lieferte beim Verdunsten 
wieder Krystalle der stabilen Form. 


Bei Sublimation entstehen zuerst die Krystalle der labilen Modifikation, 
die nach einigen Tagen triibe werden und sich in die stabile umwandeln. 


) Z. f. Biol. 65, 182 (1914). 
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Spektrophotometrische Untersuchungen 
tiber die kolloid gelésten Cytochromkomponenten A und A, 
Von 
F. Bruno Straub 
Mit 6 Figuren im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged, Ungarn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mirz 1941) 


Die Zerlegung des Cytochromsystems in seine Komponenten 
ist bisher noch nicht gelungen. Gewaschenes Muskelgewebe ent- 
halt diese Fermente und das Atmungsferment in ungeléstem Zu- 
stande an andere Zellbestandteile gebunden. Ein solches Priparat, 
wie z.B. die Suspension der Cytochromoxydase von Keilin und 
Hartree?), enthalt neben den Cytochromen auch Succinodehydrase, 
Apfelsiiuredehydrase, gelbes Ferment, Fumarase und die Fermente 
der Umaminierung. Die letztgenannten 4 Fermente kénnen jedoch 
aus dem ungelésten Riickstand quantitativ gelést und wahrschein- 
lich in unverinderter Form isoliert werden. 

Von den Haminfermenten, die an den Oxydationsreaktionen 
teilnehmen, wurde bisher nur Cytochrom C in katalytisch wirk- 
samem Zustande abgetrennt. Daf die Versuche, die die Abtrennung 
der anderen Komponenten, wie Cytochrom A, B und Atmungs- 
ferment erzielen wollten, fehlgeschlagen sind, weist klar darauf 
hin, daB diese Substanzen eng an das Ungeléste gebunden sind 
und Kingriffen, durch die intermolekulare Krafte gesprengt werden 
kénnen, nicht widerstehen. 

Die Zerlegung des Cytochromsystems ist jedoch der alleinige 
Weg, auf welchem man zu einem Verstiindnis des Mechanismus 
kommen kann. Als erster Schritt in dieser Richtung wird hier 
ein Priiparat beschrieben, das die Cytochromkomponente A und A, 
enthalt und dabei frei von den Komponenten B und C ist. Seine 
klare kolloidale Lisung ist vollstindig lichtdurchlassig und daher 
fiir quantitative Durchmessungen mit Hilfe der Spektrophotometrie, 
die bisher nicht durchzufiihren waren, gut geeignet. 


1) Proe. roy. Soc. B, 125, 171 (1938). 
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IL. 

Eine neue Cytochromkomponente —A,— wurde neuerdings 
von Keilin und Hartree?) in gewaschenem Muskelgewebe beob- 
achtet. Diese Autoren nehmen an Hand des spektroskopischen 
Verhaltens an, daB diese neue Komponente eigentlich das Atmungs- 
ferment ist. In derselben Arbeit beschreiben sie, daB gallensaure 
Salze die Suspension ihres Priparates, das sie ,,Cytochromoxydase“ 
nennen, etwas kliren. Ich habe gefunden, daB neben Zusatz von 
gallensauren Salzen zur Suspension noch Ammoniumsulfat bis 
30°/, Sattigung eine schwer filtrierbare klare Lisung ergibt, die 
alle Cytochromkomponenten enthalt. Erwirmt man diese Mischung 
jedoch zuerst auf 38°, so kann man eine HiweiBfraktion, die in 
Cholat-Ammoniumsulfat unléslich ist, leicht abtrennen. Weiterhin 
scheint es, als ob die Cytochrome durch Reduktion mit Na,S,0, 
stabilisiert werden kénnten, da die cytochromreichsten Ausziige 


aus Suspensionen erhalten wurden, die die Cytochrome in redu- 
zierter Form enthielten. 


Das Spektrum des ganzen (reduzierten ) Cytochromsystems. Material: 
Schweineherzmuskulatur wird von Fett- und Bindegewebe befreit 
in einer groben Fleischhackmaschine gemahlen. Man wischt das 
Gewebe 4—5 mal mit der 10fachen Menge destillierten Wassers 
und preBt es jedesmal durch ein Tuch ab. Das gewaschene Muskel- 
gewebe wird mit dem gleichen Volumen m/10-Phosphatpufferlésung 
von p,, 7,26 unter Zugabe von Sand in einem mechanischen Morser 
zerrieben. Man zentrifugiert die Masse und verwirft den Nieder- 
schlag. In 500ccm der iiberstehenden Suspension list man 10g 
cholalsaures Natrium und 87g Ammoniumsulfat auf (30°/, Sattigung). 
Danach reduziert man die Cytochrome durch Zugabe von 1g Na,S,0, 
und erwarmt die Mischung 15 Minuten lang in einem Wasserbade 
auf 38° Nach Abkihlen filtriert man durch einen Faltenfilter 
bei 0°. Die dunkelrote Lésung triibt sich in 24 Stunden. Das 
Spektrum einer solchen Lésung ist in der Fig. 1 wiedergegeben. 
Das Band A sowie D ist sehr deutlich, B und C kénnen nicht 
aufgelést werden. Die kurzwelligen Soret-Binder aller Komponenten 


sind in einem Bande vereinigt. Die Asymmetrie dieses Bandes lift 
jedoch 3 Komponenten darin erkennen. 


Darstellung von Cytochrom A und A,, frei von den anderen 
Komponenten. Zu einem Liter der vorher beschriebenen Muskel- 
suspension gibt man 20¢ cholalsaures Natrium und 175g Ammo- 


*) Proe. roy. Soc. B, 127, 167 (1939). 
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niumsulfat (30°/, Sattigung) und laBt die Mischung 20 Stunden lang 
bei 0° stehen. Dann wird die Suspension fiir 15 Minuten auf 38° 
erwirmt. Nun reduziert man die Cytochrome mittels 2g Na,S,0,, 
und die Mischung wird fiir weitere 15 Minuten bei 38° gehalten. 
Der Niederschlag wird abfiltriert und verworfen. Die klare Lésung 
enthalt die Cytochrome A, A, und C, aber kein Cytochrom B. Fiir 


je 100 ccm der Liésung werden nun weitere 12,5¢ Ammoniumsulfat 


zugefiigt (50°/, gesittigt fir Ammoniumsulfat). Nach Zentrifugieren 
erhalt man einen klebrigen, dunkelbraunen Niederschlag von Cyto- 
chrom A und A,, wahrend Cytochrom C in der Lésung bleibt. 


cm A 


500 600 


Fig. 1 
Spektrum des ganzen (reduzierten) Cytochromsystems 


Man lést den Niederschlag in 100 ccm m/10-Phosphatlésung von 
Py 7,26, der 2g Na-cholat und 17,5g Ammoniumsulfat zugegeben 
wurde. Beim Stehen im Eisschrank (+ 1°) entsteht ein geringer 
Niederschlag. Zum Zweck der spektrophotometrischen Untersuchung 
wird diese Lisung meistens mit 30°/, gesittigter Ammoniumsulfat- 
lésung 3—5 mal verdiinnt und hochtourig zentrifugiert. 


Dieses Praparat gibt wasserklare kolloidale Lésungen, die 
einen starken Tyndall-Effekt zeigen. Das Praparat enthilt ein 
mischfarbenes Himin: konzentrierte Lésungen sind rot, mabBig 
verdiinnte sind methimoglobinihnlich, stark verdiinnte Lésungen 
zeigen schon eine griine Farbe. Nach Reduktion mit Na,S,O, ist 
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die Farbe einer konzentrierten Lésung nahezu der des reduzierten 
Hiamoglobins gleich, die einer verdiinnten Lésung dagegen griin. 

Die kolloidalen Teilchen des Priparates haben wahrscheinlich 
gleiche GréBe und Zusammensetzung. Die Versuche, sie weiter 
zu fraktionieren, fiihrten zu Praparaten, die Cytochrom und EiweiB 
im gleichen Verhiltnis enthalten. Der Quotient: 


Erhéhung des Extinktionswertes bei 605 mu nach Reduktion ‘ 
Lichtweg x mg Protein pro ccm 
war nimlich entweder kleiner oder gleich 0,05. Nach den Angaben 
von Theorell*) ist der Wert dieses Quotienten im Falle von 
Cytochrom © (bei 550 mz) ungefihr 1,1. Demnach kommt die 
Reinheit dieser Praparate in bezug auf Cytochrom A dem Wert 
von 5°/, nahe. 

Die Eingriffe, die zur weiteren Reinigung versucht wurden, 
umfaBten isoelektrische Fallung, Adsorption, fraktionierte Dialyse, 
Erwirmen bei verschiedenen p,, und Salzkonzentrationen, Fallung 
mit organischen Lésungsmitteln. 


Katalytische Wirkung. Das eben beschriebene Priaparat ent- i 
halt keine Succinodehydrase, da Bernsteinsiure weder durch Sauer- 
stoff noch durch Methylenblau dehydriert wird. p-Phenylendiamin 
wird auch nicht oxydiert, nur nach Zugabe von CytochromC. Da 
dieses Priparat kein Cytochrom B mehr enthilt, ist jetzt endgiiltig 
bewiesen, daB Cytochrom B zur Oxydation des p-Phenylendiamins | 
entbehrlich ist. Weiterhin sieht man klar, daB Cytochrom C die | 
Reaktion katalysiert. 

Hier muB8 betont werden, daB die besten Priaparate, d.h. die 
mit dem gréBten Gehalt an Cytochrom A, eine Aktivitit im : 
p-Phenylendiamin-Test haben, die die Aktivitaét der urspriinglichen 
Muskelsuspension nicht weit iiberschreitet, daf also mit diesem 
Verfahren keine Reinigung von Cytochrom A erzielt wird. Man 
findet durchschnittlich einen Wert von 300 cmm Sauerstoffverzehrung 
pro mg Kiwei8 pro Stunde, in Gegenwart von 3-10—5 Mole/Liter 
Cytochrom © und 2,5 mg/ccm p-Phenylendiamin bei 38°. 


IIT. 

Das Spektrum des Cytochrom A + A,-Praparates wurde bei 
den Wellenlingen 390—460 mu und 550—630 mp eingehender 
untersucht. Diese Ergebnisse sind in den Fig. 2—4 dargestellt. 
Man bemerkt folgendes: Die oxydierte Form zeigt ein breites 


*) Biochem. Z. 288, 317 (1936). 
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Band um 420 mu. In der reduzierten Form gehért das schmale 
Band bei 443 mu zur Komponente A,, da es nach Zugabe yon 
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Fig. 2 
Spektrum von Cytochrom A und A, 


x—x ohne Zusatz 
o—o ohne KCN, reduziert fr 


mit 


375mpu 400 425 450 475 
Fig. 3a 
EinfluB von KCN auf die Absorption im Blau 


KCN nicht erscheint, dagegen in Gegenwart von Kohlenoxyd nach 
430 my verschoben wird. Damit entspricht das Verhalten dieses 
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Bandes den Forderungen von Warburg fir ein Band des Atmungs- 
ferments: diese Komponente gibt eine Blausiure-Verbindung in 


cm 
<> ; 
06 i 
04 
0,2 
ohne Zusatz | 
ohne KCN, reduziert 
mit 
575 600 625 
Fig. 3b 
EinfluB von KCN auf die Absorption im Rot 
3 
a—a reduziert 


400my 425 450 
Fig. 4a 
Einflu8 von Kohlenoxyd auf die Absorption im Blau 


oxydierter Form und eine CO-Verbindung in reduzierter Form. 
Wenn man die Anderung des Spektrum in Gegenwart yon Blau- 
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siure betrachtet, kommt man zum Schlu8, daB das reduzierte 
Cytochrom A langwelliger als das oxydierte Cytochrom A absorbiert. 
Das kleinere Band des reduzierten Praparates (,ohne Zusatz“, 
Fig. 83a) zwischen 420—430 mu gehért auch zum reduzierten A. 

Das Band des reduzierten Priparates bei 605 my gehért zu 
beiden Komponenten A und A,. Die Anderung der Absorption 
bei 590—600 mu unter der Wirkung von Kohlenoxyd zeigt das 
Auftreten eines Kohlenoxyd—Cytochrom A,-Bandes, entsprechend 
den Erfahrungen von Keilin und Hartree. KCN hemmt das 


075 
cm 
— 
O50 
0.25 
x x feduziert 
+CO 
§75 my 600 625 
Fig. 4b 


EinfluB von Kohlenoxyd auf die Absorption im Rot 


vollstandige Erscheinen des Bandes. Der Unterschied ist jedoch 
klein, der gréBere Anteil dieses Bandes gehért also zur Kom- 
ponente A; A, kann nur fir 1/, dieses Bandes verantwortlich sein. 
Das ist interessanter Weise umgekehrt beim Soret-Band. Dort ist 
das Absorptionsband von A, hodher als das der Komponente A. 

Das Spektrum von Cytochrom A entspricht also dem eines 
Himochromogens nicht vollstandig. Das Soret-Band ist viel zu 
breit und das Verhiltnis der Héhe des blauen und des roten Bandes 
viel zu klein fir ein Himochromogen. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB die Besonderheiten des Spektrums von denaturierten Produkten 
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herriihren. Ich halte aber dies nicht fiir wahrscheinlich. Das Spek- 
trum von A, ist dagegen vollkommen das eines Hamochromogens 
und zeigt ausgesprochene Ubereinstimmung mit dem Kohlenoxyd- 
Atmungsfermentspektrum von Warburg und Mitarbeitern. 


Zusammenfassung 


Die EiweiBfraktion aus gewaschenem Muskel, die das Cyto- 
chrom A und das Atmungsferment enthalt, wird in Form einer 
kolloidalen Lisung hergestellt und ihr Spektrum untersucht. Das 
Verhalten der Absorptionsbinder bei Reduktion mit Na,S,0O,, 
sowie unter dem EinfluB von Blauséiure und Kohlenoxyd, be- 
stitigen die Befunde von Keilin und Hartree iiber die Existenz 
von Cytochrom A, und seine wahrscheinliche Identitaét mit dem 
Atmungsferment. Das Spektrum von Cytochrom A ist etwas ver- 
schieden von den iiblichen Himochromogenspektren. 
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Einflu8B von Sexualhormonen 
auf den Brenztraubensdure- und Zucker-Gehalt des Blutes 
von normalen und sarkomtragenden Ratten. II 


Von 


Hans von Euler, Inez Siberg und Bertil Hégberg 


(Aus dem Vitamin-Institut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Miirz 1941) 


In vorhergehenden Mitteilungen wurde ein Zusammenhang 
zwischen dem Brenztraubensiiure-(BTS)-Gehalt des Blutes von 
Ratten und ihrem Sexualcyclus ermittelt’) und im Anschlu8 daran 
der EinfluB einiger Sexualhormone auf den BTS- und Zuckergehalt 
des Blutes von normalen und sarkomtragenden Ratten studiert”). 
Es war gefunden worden je 1 ccm Blut: 


Normale, weibliche Ratten im Ostrus. . . . . BTS 880 y Zucker 
Die entsprechenden Ratten 22 Std. nach Injekt. 
von 2,5mg Testosteron-Propionat. ..... lly BTS 7407 


Versuche von Robson’) und von Browman‘*) an Mausen 
und Ratten haben gezeigt, daB Testosteron in Dosen von gleicher 
GréBenordnung den Ostrus aufheben. Bei infantilen weiblichen 
Ratten konnten Butenandt und Mitarbeiter’) durch Testosteron 
Offnung der Vagina erzielen. 

Uber den EinfluB der minnlichen Geschlechtsdriise auf den 
Kohlenhydratumsatz haben Cornil und Mitarbeiter®) Angaben ge- 
macht. Abhnliche Versuche wurden dann von Cornil u.a.7) mit 
Testosteron-Propionat ausgefiihrt. Diese ganz kurz erwihnten 
Versuche ergaben nach Injektion von 10 mg Testosteron-Propionat 
bei minnlichen oder weiblichen Hunden nach 14 Tagen eine wesent- 


1) B. vy. Euler, H.v. Euler u. I. Pettersson, Naturw. 29, 63 (1941). 
2) H. v. Euler, I. Siberg u. B. Higberg, Diese Z. 268, 171 (1941). 
8) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 35, 49 (1936). 

*) Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. 36, 205 (1937). 

5) Diese Z. 237, 75 (1935); Naturw. 24, 16 (1936). 

®) C. r. Soe. Biol. 94, 671 (1926); 118, 406 (1935). 

7) Cornil u. Rosanoff, C.r. Soc. Biol. 129, 981, 983 (1938). 
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liche Umwandlung des Pankreas, und zwar eine Hypoplasie der 
Langerhansschen Inseln. 

An Jensen-Sarkom-tragenden Ratten hatten wir folgendes 
festgestellt: Durch Injektion von 100 7 bzw. 50 y Ostron bei minn- 
lichen Tieren nahm der BTS-Wert in 15—20 Stunden bis auf die 
Halfte ab, und einen etwa gleich grofen Effekt hatten an minn- 
lichen Sarkomratten Injektionen von 2,5 mg Testosteron-Propionat 
(Perandren, Ciba). 

Wir haben unsere Versuche iiber den Einflu8 von Hormonen 
auf den Zucker- und BTS-Gehalt des Blutes weiter gefiihrt, be- 
sonders um nihere Aufschliisse zu erhalten iiber die gegenseitige 
Beeinflussung verschiedener Hormone auf Zucker- und BT'S-Gehalt 
des Blutes. Man weiB ja, daB der Kohlenhydratstofiwechsel durch 
die Hormone des Hypophysenvorderlappens gesteuert wird; da- 


gegen ist noch ganz unbekannt, in welche Reaktionsphasen der 
an den Gleichgewichten 


_, Cocarboxylase 
BTS < ipo Essigsiure + CO, 


beteiligten Vorginge die einzelnen Hormone eingreifen. Bei niherer 
Verfolgung der Hormonabhingigkeit dieser enzymatischen Vor- 
giinge ziehen wir in Betracht, daB auch (niedrigmolekulare) Sexual- 
hormone als Coenzyme in den Organen des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels, besonders der Leber, beteiligt sind. Auf die Enzym- 
natur hochmolekularer Hormone in Pankreas, Leber und besonders 
Hypophyse (Prolan) hat der eine von uns schon vor lingerer Zeit 
hingewiesen!), 

Wie wir schon in vorhergehenden Mitteilungen hervorgehoben 
haben, greifen an BTS gleichzeitig zwei (oder mehrere) Enzym- 
systeme in entgegengesetzter Richtung an: durch Dihydrocozymase, 
CoH,, und die zugehérige Milchsiure-Apodehydrase wird BTS zu 
Milchsiure reduziert; andererseits erfihrt BTS durch Vermittlung 
der Cocarboxylase und des zugehérigen Apoenzymes eine noch nicht 
ganz aufgeklarte Dehydrierung zu Essigsiure und CO,. Der 
Zucker-Gehalt des Blutes, der mit dessen BTS-Gehalt im Gleich- 
gewicht’) steht, beruht auf der Ausschiittung des Glykogens aus 


___’) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 A, Nr. 12 (1933); Nord. Med. 
Tidskr. 8, 1696 (1934). 


he Uber Gleichgewichte und Endpunkte des BTS-Umsatzes vgl. Euler 
u. Hogberg, Sy. Vet. Akad. Arkivf. Kemi 14B, Nr. 13; Diese Z. 267, 103 (1940). 
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Glykogen Milch-Apodehydr.- BT'S 
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der Leber, welche ihrerseits, wie schon erwaihnt, von der Hypophyse 
aus hormonal gesteuert wird. Zuniichst werden Insulin und dessen 
Antagonist Adrenalin mit diesem Teil des Kohlenhydratumsatzes 
in Zusammenhang gesetzt. 

Auch am BT'S-Gehalt des Blutes machen sich diese beiden 
Hormone geltend: wie friiher mitgeteilt senkt Insulin}) den 
BTS-Spiegel, tbt also eine Wirkung in der gleichen Richtung 
aus wie Nicotinsiureamid’) und wie Aneurin bzw. Cocarboxylase, 
wibrend der BI'S-Spiegel durch Adrenalin erhéht wird. In 
dieser Hinsicht folgt also BTS dem Blutzucker*), wenn auch 
zwischen den Konzentrationen dieser beiden Stoffe im Blut Pro- 
portionalitat nicht besteht oder jedenfalls nicht zutage tritt. Die 
Wirkungen des diabetogenen Faktors (Houssay; F. G. Young) 
auf BTS-Stoffwechsel bei Jensen-Sarkomen sollen noch studiert 
werden. 

Injektionen von Insulin unter Zusatz von Nicotinsiureamid 
hemmen die Entwicklung von Jensen-Sarkomen bei Ratten. 

Auch die durch Hormone der Nebennierenrinde hervor- 
gerufene Beeinflussung des Kohlenhydratstoffwechsels haben wir 
in den Kreis der Untersuchung gezogen, und wir werden unsere 
Versuche iiber den EinfluB dieser Hormone auf BTS auch in 
Riicksicht auf die nahe chemische Verwandtschaft des Cortins 
zu den im folgenden besprochenen Sexualhormonen noch weiter 
ausdehnen. 

Die Injektion von Nebennierenrindenextrakt ergab in zwei 
Versuchen an minnlichen Normalratten von 140g Gewicht: 

17 Std. nach Injekt. von 0,5 cem Extr. (0,5 RE) 30,0 bzw. 31,57 BTS/ccem Blut 


Ob diese Wirkung dadurch eintritt, daB die Phosphory- 
lierung aktiviert wird, wie Verzar*) und Godbell*) annehmen, 
bleibt noch naher zu untersuchen. 

Die endgiiltige Feststellung des Hinflusses der verschiedenen 
Hormone auf das Blutbild erfordert eine auSerordentlich grobe 
Anzahl von Versuchen und Versuchstieren, da sich die Wirkung 
mit der zwischen Injektion und Blutentnahme verlaufenden Zeit 
und mit der injizierten Hormonmenge sehr erheblich und sogar 


1) Nylin, Euler u. Hégberg, Klin. Wschr. 19, 433 (1940). 
2) Euler u. Schlenk, Klin. Wschr. 18, 1109 (1939). 
3) Gébell konnte kiirzlich auch eine erhebliche Blutzuckersenkung 
durch Nicotinsiureamid feststellen [Klin. Wschr. 19, 710 (1940)}. 
4) Klin. Wschr. 18, 1231 (1939). 
5) Klin. Wsehr. 19, 830 (1940). 
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oft dem Sinne nach indert’). Manche unserer Versuchsreihen kénnen 
deswegen nur als orientierende betrachtet werden. 

Wie in unserer vorhergehenden Mitteilung angegeben ist, wird 
bei infantilen Ratten der BTS-Gehalt des Blutes durch intra- 
muskulire Injektion von Follikulin erhéht, und zwar etwa im 
Verhiltnis 2:3. Bekanntlich tritt bei der Graviditait eine starke 
Ausschwemmung von Follikulin ein, und auch im Blut ist eine 
Anhiiufung dieses Hormons bei der Graviditat nachgewiesen 
worden’). Mit dieser Tatsache diirfte unser Befund in Zusammen- 
hang zu setzen sein, daB wihrend der Graviditat der BTS- 
Gehalt des Blutes bei Ratten steigt; dabei ist jedoch auch 
der Einfiu8 des Prolans in Betracht zu ziehen. 


Linge d. Graviditit y BTS/cem Blut y Blutzucker/eem 


5 Tage 22 1380 
i 28; 30 850; 860 
20, 35 1020 
21, 40 


Die Zahlen zeigen, daB eine gleichzeitige Zunahme des 
Blutzuckers nicht eintritt. Dies ist auch bei der Graviditit 
der Frau nicht der Fall. 

Uberhaupt fanden wir eine stiirkere Beeinflussung durch 
Sexualhormone im Rattenblut hinsichtlich BTS als beziiglich des 
Zuckers. Dies macht sich schon beim Vergleich der beiden 
Konzentrationsinderungen je ccm Blut im Sexualcyclus geltend. 


y y Zucker 
Ostrus. .... 20—30 880 
Diéstrus . ... 14—17 1080. 


Diese Tatsache ist auch nicht auffallend, da, wie erwihnt, 
BTS von anderen enzymatischen Vorgingen beeinfluBt wird als 
der Zucker. Immerhin mu betont werden, daB bei anderen 
Versuchstieren der Blutzuckergehalt im Ostrus erhéht ist; so gibt 
W. Frei’) in einer bemerkenswerten Mitteilung iiber ,,Beziehungen 
zwischen Blut und Sexualzustand beim weiblichen Rind“ an, dab 
der Glucosegehalt des Serums im Ostrus erhdht ist. 

EK. Zunz und La Barre‘) besprechen in 2 Notizen den Ein- 
flu8 von Sexualhormonen auf Glykimie. Sie haben einem Hund 


) Vgl. Druckreys Erfahbrungen mit Prolan [Arch. exper. Phath. (D.) 
180, 367 (1935). 

*) R. T. Frank, J. amer. med. Assoe. 85—87 (1925/27); Fels, 
Klin. Wschr. 5, 2349 (1926); Arch. Gyniik. 130, 606 (1927); B. Zondek, 
Monogr. IT. Aufl., S. 254 (1935). 


*) Frei u.Gemmel, Schweiz. Arch. f. die Heilkunde 1932, S. 469. 
*) C. xr. Soe. Biol. 129, 22 (1938). 
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Ostradiolbenzoat, und zwar 300—400 Ejinheiten per kg Kérper- 
gewicht injiziert und beobachteten ,eine langsame und graduelle 
Zunahme der Glykimie“. Sie haben entsprechende Versuche auch 
mit Progesteron und mit Testosteron angestellt und fanden, daB 
sich diese beiden Hormone wie Ostradiol verhalten. Die Hormone 
erhdhen nach Zunz den Blutzuckerspiegel beim aniisthetisierten 
und nicht anidsthetisierten Hund, und zwar finden die genannten 
Forscher diese Hypoglykimie nach intramuskulirer Zufuhr der 
Hormone ausgeprigter als bei intravenéser. ,,Die 3 Sexualhormone 
iiben ihren hyperglykimischen Effekt in gleicher Weise auf die 
mannlichen wie auf die weiblichen Tiere aus.“ 


Kastrierte weibliche Ratten 


Unsere Versuchstiere waren wieder, wie friiher, etwa 10 Wochen 
alt, und wogen 100—120¢. 

Injektionen von 507 Ostron sowie von Ostroglandol (Roche) 
hatten Erhéhung des Blut-BTS-Wertes ergeben (von 17 bis 257), 
allerdings geringer, als vermutet werden konnte, wenn man an- 
nimmt, daB Einfliisse, welche den Ostrus veranlassen oder steigern, 
allgemein auch den BTS-Wert. erhéhen. [An infantilen Ratten 
war der Effekt von Ostron stiirker (227 stieg auf 36 ).] 

In einer neuen Versuchsreihe wurde nun zunichst als mann- 
liches Sexualhormon Androstendion intramuskuliir injiziert, und 
zwar 0,5mg. Incubationszeit 17 Stunden. 

297 BTS/cem Blut. 1140 y Blutzucker 

Zum Vergleich wurde die Hinwirkung von 0,25mg Andro- 

stendiol untersucht (Incubationszeit 22 Stunden). 
28 y BTS /cem Blut 


Vitamin A-arme Ratten im Dauerostrus 


Bekanntlich erzeugt Vitamin A-Mangel bei Ratten eine Art 
von Daueréstrus wie zuerst von Evans und Bishop!), spiter 
von anderen Forschern?) festgestellt wurde. Hohlweg und Dohrn 
verwendeten zu ihrer Kolpokeratose-Prifung kastrierte Ratten- 
weibchen; der erwiihnte Effekt, welcher ja ein Ausdruck der all- 
gemeinen Umwandlung des normalen Epithels in verhornendes 
Plattenepithel ist, tritt auch an nicht kastrierten Rattenweibchen ein. 


1) Metab. Research 1, 335 (1922). 

2) Hohlweg u. Dohrn, Z. exper. Med. 71, 762 (1930); Klussmann 
u. Simola, Biochem. Z. 258, 194 (1933). Vgl. hierzu auch Domagk u. 
v. Dobeneck, Virchows Arch. 290, 385 (1933). 
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Nun haben Euler und Hégberg!’) schon vor langerer Zeit 
die Beobachtung gemacht und eingehender verfolgt, daB bei 
A-Vitamin-Mangel der BTS-Gehalt des Rattenblutes stark an- 
steigt. Kin Vergleich des Blutes Vitamin A-frei ernihrter Tiere 
mit demjenigen von gleich alten, bei normaler, gemischter Diiit 
aufgezogenen ‘Tieren ergab: 


Nach normaler Ernihrung: Mittel 12 y BTS/ccm Blut 
nach A-freier Ernihrung: Mittel 43 y BTS/ccm Blut. 


Diesen abnorm hohen BI'S-Spiegel der A-avitaminotischen 
Tiere konnten wir (vgl. a. a.QO., 8.50) wesentlich senken, wenn 
wir ihnen einen Uberschu8 von B-Komponenten gaben. Wir haben 
diese auffallende Tatsache damals keiner anderen Erscheinung in 
Beziehung setzen kénnen. Nunmebr gibt vielleicht der hohe BTS- 
Gehalt beim Daueréstrus dieser A-freien Tiere einen Anhaltspunkt. 
Dabei ist allerdings zu erwiigen, daB die Beziehungen zwischen 
normalem Ostrus und durch A-Mangel hervorgerufenem Dauer- 
éstrus noch nicht klar sind. Jedenfalls wird einerseits durch 
A-Mangel, andererseits durch Zufuhr von Ostron bei kastrierten 
Ratten ein (anscheinend) iibereinstimmender Zustand des Scheiden- 
abstrichs hervorgerufen?). Die Tatsache, daB der oben erwihnte 
HinfluB des A-Mangels bei mannlichen Tieren ebenso wie bei 
weiblichen eintritt, legt den SchluB nahe, daB die Wirkung des 
Vitamin A-Mangels primar am Hypophysenvorderlappen 
einsetzt. 


Die Sexualorgane sind, wie Versuche von Euler und Kluss- 
mann’) gezeigt haben, reich an Carotinoiden. Insbesondere wurde 
der Hypophysenvorderlappen auf Carotin untersucht*) wobei sich 
ergab: 


Vorderlappen. .... 2,2 y Carotin/g Gewebe 
Hinterlappen. ... . 0,3 y Carotin/g Gewebe. 


Kine Wiederholung unserer friiheren Versuche iiber den BTS- 
Gehalt von Vitamin A-frei ernihrten Ratten ergab fiir weibliche 
Tiere (Daueréstrus) 
34,0 und 35,5 7 BTS/cem Blut. 


') Diese Z. 263, 49 (1939/40); Upsala Likareféren. Férh. Ny féljd 14, 
301 (1939). 


*) Vgl. hierzu auch Moore, Amer. J. Anat. 50, 13 (1932); Druckrey, 
Arch. f. exper. Path. 192, 85 (1939). 
3) Biochem. Z. 250, 1 (1932). 


*) Euler u. Klussmann, Sy. Kem. Tidskr. 44, 223 (1932); Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 23 (1933). 
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Die Injektion von 2,5 mg Testosteron-Propionat ergab nach 


22,9 Stunden 25,0 y BTS /cem Blut 
27,5 y BTS/cem Blut. 


Der BTS-Gehalt bei A-frei ernihrten miinnlichen Tieren 
betrug je ccm Blut 30,0 und 82,57 


der Blutzucker-Gehalt 1100 und 1170 y. 


Vitamin E-freie Ratten 


Kine Untersuchung, welche zur Festlegung der Beziehung 
zwischen Vitamin E-Kinnahme und Vitamin A-Bedarf von Ratten 
gefiihrt hatte [Naturw. 28, 515 (1940)] ergab, daB E-Zufuhr an 
sich den BTS-Spiegel von Normalratten nicht wesentlich iindert. 
Dagegen zeigte sich, da8 Vitamin K-frei ernihrte Ratten gegen 
den KinfluB von Ostroglandol empfindlicher sind als normal er- 
nihrte Ratten. In ersterem Fall ist der Anstieg von BT'S 40 bis 
60°/, héher. 


Bei der Priifung des Einflu8es der Hormone und anderer Stoffe auf 
den BTS-Gehalt des Blutes von Tieren und Menschen ist besonders darauf 
zu achten, daB der physiologische Zustand im Versuchsindividuum genau 
der gleiche ist wie im Vergleichsfall. Muskelanstrengung und Erregung 


-beeinflussen die Resultate wesentlich. Andererseits macht die Empfindlich- 


keit des BTS-Testes denselben vielleicht geeignet zur Messung von Er- 
regungszustinden. Solche treten z. B. nach unseren Versuchen bei schnellem 
Fall ein. 


Einflu8 von Sexualhormonen auf Jensen-Sarkom-tragende Ratten 
1. Prolan 


Unsere friiheren Versuche (I. Mitt. H. 3/4, 8.171) haben an 
weiblichen, im Didstrus befindlichen Kontrolltieren keinen wesent- 
lichen EKinfluB des Prolans auf den BTS-Gehalt des Blutes er- 
kennen lassen. Versuche mit Prolan erschienen uns aber insofern 
von besonderem Interesse, als von den tibergeordneten Hormonen 
des Hypophysenvorderlappens ein direkterer Kinflu8 auf die 
Wirkstoffe des Kohlenhydratstoffwechsels erwartet werden konnte 
als von den funktionellen Sexualhormonen. 

Ferner liegen eine Reihe von Angaben vor, nach welchen 
eine Beeinflussung des Tumorwachstums durch die Hormone der 
Hypophyse in Betracht zu ziehen sind. Wir erwihnen auBer 
der Arbeit von Ball, Samuels und Simpson besonders eine 


| 3 
| 
1 
| 
‘ 
4 
1 | 
q 
= 4 
4 
> 
+ 
| 
4 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
J 


242 Hans vy. Euler, Inez Siberg und Bertil Hégberg, 


Untersuchung von Reiss, Druckrey und Hochwald!) iber 
Tumorwachstum bei Ratten nach Hypophysenektomie, sodann 
direkte Injektionsversuche mit. Prolan von Zondek, Zondek 
und Hartoch?), nach welchen Prolan — es kamen allerdings 
ziemlich grofe Mengen zur Anwendung — die Entwicklung des 
Ehrlichschen Miausecarcinoms weitgehend hemmen kann. Ks 
wurde angegeben, daB ,,die Prolandarreichung die Wachstums- 
energie des Impfcarcinoms der weifen Maus so herabsetzt, daB 
der Tumor bei Weiterimpfung bereits in der zweiten Tierpassage 
wenig oder gar nicht mehr angeht“. 

Ferner sind hier Versuche von Baatz*) zu erwihnen iiber 
die Beeinflussung des Spontantumor-Wachstums durch Prolan‘), 

Wir haben nun laingere Versuche mit wiederholter Prolan- 
injektion angestellt (jeden zweiten ‘Tag 25 R.E. Prolan) und nach 
8 Tagen BTS ermittelt. Die Resultate wechseln je nach der Ent- 
wicklung der Sarkome. Bei mittelgroBen Sarkomen wird ein 
starker Riickgang von BTS erreicht. Wir werden in Zusammen- 
hang mit der Untersuchung der Tumoren hierauf zuriickkommen. 


Ostron. Uber den Einflu8 von Follikulin auf Rattentumor findet 
man Angaben bei Cramer und Horning [Lancet I, 72 (1938)). 


2. Testosteron-Propionat 


Wie wir friiher mitgeteilt haben, ruft an mainnlichen Jensen- 
Sarkom-tragenden Ratten 2,5 mg Testosteron-Propionat, intra- 
muskular injiziert, eine Senkung des BTS-Gehaltes im Blut auf 
etwa den halben Ausgangswert hervor, im Mittel auf den Wert 
22 y BT'S/ccm Blut (unbehandelte Sarkomratten 40—50 7; un- 
behandelte Normalratten 10—15 y). Ein weiterer Versuch ergab: 


Miannl. Sarkomratte, 21 Std. nach Inj. von 
2,5 mg Testosteron ergab. ....... 15,5 y BTS/cem Blut. 


Ks wurden noch weitere mainnliche Sexualhormone in den 
Kreis der Untersuchung gezogen, und zwar Androsteron, Andro- 
stendion und Androstendiol, welche wir der Freundlichkeit von 
Herrn Prof. Dr. A. Butenandt verdanken. lLetzteres Hormon 
wurde auf besonderen Vorschlag von Prof. Butenandt unter- 


’) Z. exper. Med. 90, 408 (1933); Druckrey, Arch. exper. Path. (D.) 
180, 367 (1935). 


®) Klin. Wschr. 11, 1785 (1932). 
8) Z. Geburtsh. 120, 70 (1939). 


*) Vgl. hierzu auch H. Cramer, Forsch. Fortschr. 15, 361 (1940). 
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sucht, weil es nach seinem Befund in stirkerem MaBe als das 
Androstendion die bisexuelle Wirkung zeigt. 


O 
H,C 
a 
3 
HO” ™ 
Androsteron ‘Androstendion 


Testosteron 


3. Androsteron 
Die Versuche haben bis jetzt folgendes ergeben: 


a) Weibliche Sarkomratten 
0,5 mg Androsteron, 22 Std. nach Injekt. . . . 43,5» BTS/cem Blut 
0,5 mg ‘a 22 BTS/cem Blut 
b) Miinnliche Sarkomratten 
0,5 mg Androsteron, 17 Std. nach Injekt. . . . 64,07 BTS/cem Blut 
0,25 mg 32.0 y BTS/eem Blut 
Durch den Umstand, da8 hohe Dosen von 1 mg der funk- 
tionellen Sexualhormone eine Steigerung des BTS-Gehaltes 
hervorrufen, welche bei Injektion von 0,5 mg schon nicht mehr 
eintritt, wird der Unterschied des EKinflusses von gleichgeschlecht- 
lichem Hormon (weibliches Hormon bei weiblichem Tier und maan- 
liches Hormon bei miinnlichem Tier) und inversem Hormon verwischt. 


4, Androstendion 
Im Gegensatz zum Androsteron setzt das Androstendion etwa 
1 Tag nach intramuskularer Injektion von 0,5 mg bei weiblichen 
Sarkomratten den BI'S-Wert je ccm Blut herab. 


1000 y Androstendion, 3 Std. nach Injekt. 45y BTS 1190y Blutzucker 


500 7 2. ~=—82,07 BTS 12307 
500 y 22, » 320y7BTS 1107 ,, 
250 18 ,, 21.5 Y BTS 
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Butenandt und Kudszus?) hatten an kastrierter Maus 
2 mg Androstendion ohne Wirkung gefunden; vielleicht wire die- 
selbe bei kleineren Dosen zutage getreten. An den infantilen 
weiblichen Ratten fanden die genannten Forscher Follikulin- 
Wirkung durch 200—400 7 Androstendion ausgelést; es handelt 
sich nach Butenandt um eine allgemeine Wirkung der un- 
gesittigten Vertreter der Androsterongruppe. 


5. Androstendiol 


Injizierte Menge in y enon BTS/cem Blut | Blutzucker/ecm 
Weibliche Sarkomratten 
1000 17 Std. 80 
1000 17 45 890 y 
500 17 22,0 
500 17 22,5 800 
500 4] 18,0 
250 5 22.0 
250 5 23,0 
250 18 23 
100 5 45,0 
100 5 42,5 
Miannliche Sarkomratten 
1000 17 38,5 800 
500 17 38,5 900 
250 23 35,5 
100 5 47,5 


In obiger Tabelle ist der an erster Stelle angegebene BIT'S- 
Wert besonders groB und laft sich nicht regelmiBig reproduzieren. 
Die mit weiblichen Sarkomratten angestellte Versuchsreihe zeigt, 
daB die Androstendiol-Wirkung bei Dosen zwischen 250 y und 
500 y ein Maximum hat. Die Wirkung auf mannliche Sarkom- 
ratten erweist sich bei den angegebenen Incubationszeiten ver- 
haltnismaBig gering. Indessen méchten wir hieraus noch keine 
Schliisse ziehen, bevor wir diese Versuche durch solche mit 
anderen Dosen und Incubationszeiten ergiinzt haben. Von be- 
sonderem Interesse scheint uns die Frage, ob die bisexuelle Wirk- 
samkeit der ungesittigten Vertreter der Androsterongruppe darauf 
zurickzufiihren ist, wie Butenandt in Betracht zieht, daB sie 
durch dehydricrende Kinfliisse in Ostron iibergehen, wofir die 
Notwendigkeit einer langeren Incubationszeit sprechen wiirde, oder 
ob an eine Beeinflussung der Hypophysentitigkeit zu denken ist. 


’) Butenandt u. Kudszus, Diese Z. 287, 75 (1935). 
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Die Nitranilsdure als Basenfaillungsmittel 
Von 


Ernst Miiller 
Mit 3 Figuren auf Tafel V und VI 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Marz 1941) . 


Zur Isolierung stickstoffhaltiger biologischer Substanzen sind 
im Laufe der Zeit eine groBe Zahl von Reagentien in Gebrauch 
gekommen, die auch als Alkaloidfallungsmittel zusammengefabt 
werden. Unter ihnen nehmen solche mit Nitrogruppen, wie 
Pikrinsiure, Pikrolonsiure, Styphninsaure (Trinitroresorcin), Meta- 
trinitrokresol und Flaviansiure, eine besondere Stellung ein. Bei 
aller Ahnlichkeit dieser nitrierten Koérper in ihrem Verhalten als 
Fallungsmittel, bewahrt sich doch eine bevorzugte Anwendung 
jedes einzelnen, weil das eine Mal dieses, das andere Mal jenes 
Fallungsmittel eine besonders schwer lésliche Verbindung mit 
einer Base gibt, was die Abtrennung derselhen aus Gemengen 
erleichtert. Immerhin sind die Méglichkeiten solcher Abtren- 
nungen noch sehr beschrankt, so daB man gezwungen ist, sich 
immer wieder nach neuen Fallungsmitteln umzusehen. 

Noch fast gar nicht in Gebrauch ist die Nitranilsiure 
(3,6-Dinitro-2,5-Dioxy-benzochinon-1, 4), 

CO 


COH 
HOCK 


die zuerst 1882 von R. Nietzki') dargestellt wurde. Als erster 
hat B. W. Town?) die Nitranilsiure zu physiologisch-chemischen 
Zwecken herangezogen. Er stellte die geringe Loslichkeit des 
Glycinnitranilates in Wasser und seine praktische Unloslichkeit in 
80—100°/,igem Alkohol fest und baute hierauf eine Isolierungs- 
methode fiir Glykokoll auf. Wenn er mit dieser in Kiweib- 
hydrolysaten hihere Werte fiir Glykokoll fand, als zu erwarten 
war, so kann dies nicht mehr iiberraschen, seitdem R. I. Block’) 
darauf hinwies, daB auch das Histidin eine schwer lésliche Ver- 
bindung mit Nitranilsiure liefert. Offenbar war aufer Glykokoll 
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noch Histidin aus dem FEiweiBhydrolysat bei den Versuchen 
Towns als Nitranilat mit niedergeschlagen worden. Block‘) 
hat nun seinerseits die Nitranilsiure auch zur quantitativen Be- 
stimmung des Histidins in EKiweifkérpern herangezogen, wobei 
er eine Vorreinigung mit Silber bei p, 7,4 vornahm, und kam 
damit zu befriedigenden Resultaten. 

Es schien mir nun zweckmabig, die Nitranilsiure als 
Fallungsmittel nicht nur fiir Aminosiuren des EiweiBes, sondern 
auch fiir andere stickstoffhaltige biologische Substanzen zu priifen. 
Dabei stellte sich heraus, daB die Nitranilsiure wertvolle Dienste 
zu leisten imstande ist, da ihre Salze in manchen Fallen noch 
schwerer ldslich sind als die Pikrate. Dazu kommt, daB die 
Nitranilsiure im Gegensatz zur Pikrinsiure und vor allem 
zur Pikrolonsiure in Wasser spielend leicht léslich ist, so daB 
man um unerwiinschte VergréBerung des Fliissigkeitsvolumens 
herumkommt. Die Unléslichkeit der meisten Nitranilate in Athanol 
und die leichte Lislichkeit der freien Siure hierin wird oft die 
Fallung mit athanoliger Nitranilsiure empfehlenswert erscheinen 
lassen, und man hat dabei gegeniiber der Pikrinsiure und Pikro- 
lonsiure den groBen Vorteil, daB hier nicht bei Zugabe des alko- 
holischen Fallungsmittels zu einer wiBrigen Liésung der Base neben 
dem Salz auch freie Siure mit ausfallen kann, die ja dann eine sehr 
unliebsame Verunreinigung des entstandenen Salzes bilden wiirde. 
Die Nitranilate lassen sich gut aus Wasser umkrystallisieren. Aller- 
dings ist es zweckmiBig, die Lésungen sofort abzukihlen, weil 
langere Hitzeeinwirkung gelegentlich zur Zersetzung fiihren kann. 

Aus Histidinnitranilat trennte Block‘) die Base wieder ab 
durch Fallung mit Kaliumchlorid unter Benutzung der Schwer- 
léslichkeit des Kaliumnitranilats, besonders in Alkohol. Besser 
kommt man nach meiner Erfahrung bei der Umsetzung von 
Nitranilaten durch Ausschiitteln mit Essigester zum Ziel oder 
mit Baryt, analog der Zersetzung von Flavianaten. Das letztere 
Verfahren diirfte vor allem fiir die Gewinnung der freien Base 
in Betracht kommen, die Essigesterzersetzung dann, wenn man 
sofort das Chlorid, bzw. das Chloraurat oder Chloroplatinat der 
Base zu erhalten wiinscht. 

Wie zu erwarten war, gibt die Nitranilsiure auch mit Nitron 
eine schwer lésliche Verbindung. Ob diese zur quantitativeu Be- 
stimmung der Nitranilsiiure in ihren Salzen herangezogen werden 
kann, wie es fiir Salpetersiiure und Pikrinsiure®*) der Fall ist, 
bedarf noch weiterer Untersuchungen. 
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Die Nitranilate krystallisieren fast ausnahmslos gut, doch 
ist das Bild manchmal verschieden, je nachdem man die frisch 
hergestellte Fallung oder eine langsam eingedunstete Lisung des 
reinen Salzes untersucht. In der Mehrzahl der Fille sieht man 
beim Verdunsten mikroskopische, schmale, lange Prismen wie z. B. 
bei den Nitranilaten der Nikotinsiiure und des Histidins Fig. 1 und 2, 
selten sind andere Bilder zu sehen (Tyraminnitranilat Fig. 3). 

Beim Erhitzen auf héhere Temperatur zersetzen sich die 
Nitranilate ohne zu schmelzen. Die Zersetzungspunkte sind 
durchgehend so unklar, daf sie fiir eine Identifizierung nicht in 
Betracht kommen. Die Paulysche Diazoprobe und die Saka- 
guchische Probe werden durch Nitranilsdure nicht behindert. 


Experimenteller Teil 


Die Nitranilsiure ist bislang noch nicht im Handel zu 
haben*). Fiir ihre Darstellung kommen vor allem zwei Verfahren 
in Betracht; dasjenige von Town?) lehnt sich an die Angaben 
von R. Nietzki’) an und beruht auf einer Nitrierung von Hydro- 
chinondiacetat, bei dem anderen von Nef’) wird Chloranil mit 
Natriumnitrit zur Umsetzung gebracht. Da sich die wiBrige Lisung 
der freien Siure ziemlich bald zersetzt, muB sie in trockenem Zu- 
stand aufbewahrt werden. Sie verliert ihr Kristallwasser bereits bei 
Zimmertemperatur im Vakuum. Im zweiten Fall ist die an sich pikrin- 
siuregelb gefiirbte Nitranilsiure mehr orangerot gefarbt, infolge 
einer geringfiigigen Verunreinigung, auf die schon Nietzki auf- 
merksam macht, die aber in den Analysenzahlen nicht zur Geltung 
kommt. Auch die Salze sind in diesem Falle rétlich statt gelb. 

Uberhaupt keine Fillung mit wiBriger Nitranilsiure gaben 
a-Alanin, Leucin, Valin, Tyrosin, Prolin, Oxyprolin, Cystein, Trypto- 
phan, Taurin, Cholin, Trimethylaminoxyd, Sarkosin und Glykosamin. 

Eine geringe Fallung, besonders nach lingerer Zeit, erschien 
mit Trimethylamin, Glykokollbetain, Stachydrin, Colamin, Aspa- 
raginsiure, Glutaminsiure, Ornithin, Kreatin, Methylhydantoin, 
Dijodtyrosin und Dibromtyrosin. 

Wesentlich schwerer léslich sind die im folgenden beschrie- 
benen Salze. Sie alle wurden vor der Analyse bei 100° im 
Hochvakuum getrocknet. Bei Aufstellung der Formel ist zu be- 
achten, daB die Nitranilsiure entsprechend ihren beiden Hydroxyl- 
gruppen zweibasisch ist. 


*) Die Firma Heyl & Co., Berlin-Oberschéneweide, hat sich bereit 
erklirt, auf Wunsch die Sdure herzustellen. 
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Salze der Nitranilsdiure 


Agmatin. In Wasser bei 22° léslich 1:1538. In Alkohol unldslich. 
C;H,4N, - C.H,OsN. Ber. C 36,67 H 4,48 Gef. C 36,39 H 4,48, 


6-Alanin. In Wasser bei 20° léslich 1:284. In Alkohol fast unléslich. 
(C,H,O.N), - CsH,OsN. Ber. C 35,30 H 3,95 Gef. C 35,83 H 4,15. 
Anserin. In Wasser bei 24° léslich 1:225. In Alkohol unléslich. 


Ci gO3N, C,H,O.N, Ber. C 40,86 H 3,86 N 17,87 
Gef. ,. 40,90 3,09 
Areain. In Wasser bei 22° léslich 1:10000. In Alkohol unléslich. 
CHiN, - C.H,O,N, Ber. C 35,83 H 4,51 Gef. 36,03 H 4,49. 


Arginin. In Wasser bei 19° léslich 1:227. In Alkohol fast unléslich. 
C,H,,O.N, - C;H,O,N, Ber. C 35,64 H 3,99 Gef. C 34,80 H 4,18. 
Cadaverin. In Wasser bei 20° léslich 1:3636. In Alkohol un- 
léslich. Das Pikrat dagegen in Wasser bei 21° schon léslich 1:455. 
C,H,,N, - C,H,O,N, Ber. C 39,76 H 4,85 Gef. C 39,81 H 5,03. 
Canalin. In Wasser bei 20° léslich 1:256. In Alkohol nur in 
Spuren ldéslich. 
C,H,,0,N, C,H,O,N. Ber. C 32,99 H 3,32 Gef, C 32,78 H 
Canavanin. In Wasser bei 20° léslich 1:82. In Alkohol in Spuren 
léslich. 
C;H,,0,;N, - CsH,O,N, Ber. C 32,51 H 3,47 Gef. 32,59 H 3,69. 
Carnosin. In Wasser bei 21° léslich 1:37. In Alkohol unléslich. 
C,H,,0,N, - C,H,O,N, Ber. C 39,48 H 3,53 Gef. C 39,84 H 3,75. 
Glykocyamin. In Wasser bei 18° léslich 1:345. In Alkohol un- 
léslich. Das Pikrat in Wasser bei 21° léslich 1:374. 
(C,H, - CgH,O,N, Ber. N 24,14 Gef. N 24,41. 


Glykoecyamidin. In Wasser bei 22° léslich 1:755. In Alkohol un- 
léslich. 


(C,H;ON;). - C,5H,O,N, Ber. C 33,65 H 2,82 Gef. C 34,02 H 2,88. 


Glykokoll. In Wasser bei 21° léslich 1:64,5. In Alkohol in Spuren 
léslich. Nach Town?) betrigt die Léslichkeit in Wasser 0,8 °/,, wiihrend 
mein Wert 1,55 °/, entspricht. 


(C,H,0,N), Ber. N 14,74 Gef. N 14,81. 


Guanidin. In Wasser bei 21° léslich 1:2500. In Alkohol unldslich. 
Das Pikrat in Wasser bei 21° léslich 1:1290. 


Ber. C 27,60 H 3,47 Gef. 27,92 H 3,51. 


Harnstoff. In Wasser bei 21° léslich 1:625. In Alkohol léslich 
1:1482. 


(CH,ON,).*C,H,O,N, Ber. N 24,00 Gef. N 24,53. 


Histamin. In Wasser bei 20° léslich 1:2660. In Alkohol unldslich. 
C,H,N,-C,H,O,N, Ber. C 38,72 H 3,25 Gef. C 38,53 H_ 3,50. 
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Histidin. In Wasser bei 20° léslich 1:533. In Alkohol in Spuren 
léslich. 


C,H,O.N;- CgH,OgN2 Ber. C 37,41 H 2,88 Gef. C 37,54 H 2,86. 
Imidazol. In Waser bei 20° léslich 1:889. In Alkohol unléslich. 
(C,H,N,),-CsH,O,N, Ber. N 22,95 Gef. N 23,14. 
Kreatinin. In Wasser bei 20° lislich 1:145. In Alkohol in Spuren 
léslich. Das Pikrat lést sich bei 16° in Wasser 1:571. 
(C,H, ONS). Ber. C 36,85 H 3,54 Gef. C 36,97 H 3,60. 
Lysin. In Wasser bei 22° léslich 1:65,5. In Alkohol in Spuren léslich. 
C,H,,0.N2-C,H,O,N, Ber. C 38,30 H 4,29 Gef. C 38,64 H 4,35. 
Methylamin. In Wasser bei 21° léslich 1:241. In Alkohol unldslich. 
(CH,;N),-C,H,O,N. Ber. C 32,89 H 4,14 Gef. C 33,33 H 4.16. 
Methylguanidin. In Wasser bei 21° léslich 1:132. In Alkohol mit 


ganz hellgelber Farbe wenig léslich. Das Pikrat lést sich in Wasser bei 
21° 1:385. 


(C,H,N;).:C,H,O,N. Ber. C 31,92 H 4,29 Gef. C 32,28 H 4,50. 
Methylhistidin. In Wasser bei 20° léslich 1:396. In Alkohol un- 

léslich. 

C,H,,0.N,-C,H,O;N, Ber. C 39,10 H 3,28 Gef. C 39,04 H 3,66. 
Nicotinsiure. In Wasser bei 21° liéslich 1:294. In Alkohol mit 

sehwach hellgelber Farbe léslich. 

(C,H;0.N),-C,H,O,.N, Ber. C 45,39 H 2,54 Gef. C 45,22 H 2,66. 
Nicotinsiureamid. In Wasser bei 21° léslich 1:294. In Alkohol 

in Spuren léslich. 


Ber. N 17,72  Gef. N 18,24. 


Putrescin. In Wasser bei 21° léslich 1:2353. In Alkohol unldéslich. 
Das Pikrat list sich bei 16° 1:2222. 


C,H,.N,-C,H,O,.N, Ber. C 37,75 H 4,44 Gef. © 37,21 H 4,69. 


Trigonellin. In Wasser bei 19° léslich 1:44. In Alkohol mit schwach 
gelber Farbe ldslich. 
(C,H,O.N),-CsH,O,N. Ber. C 47,62 H 3,20 Gef. C 47,84 H 3,32. 
Tyramin. In Wasser bei 20° léslich 1:667. In Alkohol fast un- 
léslich. Das Pikrat ist bei 24° in Wasser 1:322 ldslich. 


(C,H,,ON),-C,H,O,N, Ber. C 52,38 H 4,80 N 11,11 
Gef. ,, 52,35 ,, 4,68 ,, 11,33. 


Umsetzung von Nitranilaten 


Als Beispiel wurde Histamin aus seinem Nitranilat frei- 
gemacht und als Beweis, daB sich die Base unverindert wieder- 
gewinnen lieB, in das Pikrat verwandelt. 

A. Mit Essigester. Histaminnitranilat wurde mit iber- 
schiissiger Schwefelsiiure verrieben bis Lésung eintrat und dreimal 
mit Essigester geschiittelt, den man, wenn ndétig vorher durch 
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Kaliumcarbonat von Spuren Essigsiure befreit. Nach quantitativer 
Beseitigung der Schwefelséure mit Baryt und EKinengen wurde 
mit Pikrinsiure bis zur schwachen Congoreaktion versetzt. Der 
Niederschlag erweist sich nach dem Waschen mit Wasser und 
Alkohol bereits als reines Histamindipikrat (Ber. N 22,15; Gef. 
N 22,27. Zersetzungsp. 242—243 °). 

B. Mit Baryt. Man verreibt Histaminnitranilat in der Reib- 
schale mit Wasser und iiberschiissigem Baryt griindlich, filtriert 
und wiascht. Das mit den Waschwissern vereinigte Filtrat zeigt 
wegen einer gewissen Léslichkeit des Bariumnitranilates in Wasser 
noch einen gelben Farbton. Dieser wird durch Schiitteln mit 
etwas Tierkohle bei schwach schwefelsaurer Reaktion beseitigt. 
Nach quantitativer Ausfallung der Schwefelsiure mit Baryt und 
Filtration erfolgt Einengung und Fallung mit Pikrinsiure, wie 
oben. Das Histamindipikrat ist sofort rein (Ber. N 22,15. Geef. 
N 22,56. Zersetzungsp. 241—243°), 


Zusammenfassung 


Auf Grund der obigen Feststellungen wird man sich zur 
Isolierung mancher stickstoffhaltiger biologischer Substanzen mit 
Vorteil der Nitranilsiure bedienen kénnen. Wahrend in einigen 
Fallen die Nitranilate allerdings in Wasser etwas léslicher sind, 
als die entsprechenden Pikrate, ist es in vielen Fallen umgekehrt. 
Kine Uberlegenheit gegeniiber der Pikrinsiure und Pikrolonsiure 
liegt darin, daB die Nitranilsiure nicht nur in Alkohol, sondern 
auch in Wasser auferordentlich leicht léslich ist, wihrend sich 
die Nitranilate selbst in Alkohol nicht oder nur sehr wenig lésen. 
Aus diesem Grunde werden sich viele Basen aus waBriger Lisung 
mit alkoholischer Nitranilsiure ausfillen lassen. Giinstig ist ferner 
die Fahigkeit der Nitranilsiure, die Basen schon aus ihren 
Chloriden und anderen Salzen direkt zu fallen. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 
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Uber den Gehalt des Blutes an Cerebrosiden 


Von 
J. Briickner 


(Aus dem chemischen und bakteriologischen Zentrallaboratorium 
des St. Johannis-Krankenhauses in Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mirz 1941) 


In einer vorangehenden Arbeit wurde iiber eine auf der 
Orcin-Reaktion der Galaktose beruhende Methode zur Bestimmung 
von Cerebrosiden berichtet*). Da sich nun diese Methode besonders 
zur Bestimmung von kleinen Cerebrosid-Mengen geeignet erwies, 
war es von Interesse, sie auch zur Feststellung des Cerebrosid- 
Gehaltes des Blutes auszuarbeiten. Zu diesem Zweck mufte aber 
die Methode durch ein entsprechendes Verfahren erweitert werden, 
welches das Extrahieren der Cerebroside und die Abtrennung der 
Lipoide von den iibrigen, das Ergebnis der Bestimmung unter 
Umstiinden beeinflussenden Bestandteilen des Blutes, wie Blut- 
zucker usw. erméglicht. 

Zum Extrahieren wurde Athanol angewendet. Die Entfernung 
des Blutzuckers erfolgte durch mehrmaliges Ausschiitteln des ein- 
gedampften und dann in Chloroform gelésten Extrakts mit ver- 
dinnter Trichloressigsiure. 

Die Untersuchungen wurden .an Vollblut, Serum, Plasma, 
sowie an mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen und 
abzentrifugierten roten Blutkérperchen ausgefiihrt. Das zu unter- 
suchende Medium wurde zum Extrahieren der Lipoide direkt in 
den Alkohol einpipettiert, welches Verfahren sich am besten be- 
wahrte. (Z.B. aus getrockneten und pulverisierten Blutkérperchen 
lieBen sich die Cerebroside nicht vollstiindig extrahieren.) Als 
zweckmiBig erwies es sich aber, die Erythrocyten vor dem Extra- 
hieren mit Athanol in kleinen Mengen destillierten Wasser etwas 
zu himolysieren. Bei den Untersuchungen fand frisches, von ge- 
sunden Personen stammendes Blut Anwendung, das bald nach 
der Abnahme verarbeitet wurde. Zur Verhinderung der Blut- 
gerinnung wurde Natriumcitrat, Kaliumoxalat, oder Natriumfluorid 
beniitzt. 
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Die Methode 


1 cem Vollblut, Serum, Plasma, oder gewaschene und zentrifugierte 
Blutkérperchen werden in einen mit 15—20 ccm 96°/,igem Athanol be- 
schickten Erlenmeyer-Kolben von 100 cem einflieBen gelassen; das Ge. 
misch wird dann unter stiindigem Schiitteln in einem heiBen Wasserbade 
bis zum Sieden erhitzt und schlieBlich in ein breites Reagenzglas (3 x 9 em), 
oder in einen Erlenmeyer-Kolben von 100 cem Umfang abfiltriert. Der 
Kolben und der am Filter zuriickbleibende Niederschlag wird noch 2 mal 
mit je 3—5 ecm heiBem Alkohol nachgewaschen. Das gesamte Filtrat wird 
dann im warmen Wasserbad (wobei mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe ein 
Luftstrom hergestellt wird) eingedampft. Der Riickstand wird mit 4 ccm 
20°/, Athanol enthaltendem Chloroform (pro anal. Merck) extrahiert und der 
Auszug in ein mit einem eingeschliffenen Glasstépsel versehenes Zentrifugen- 
rohrchen gegossen und dann der Kolben mit weiteren 3 ccm Chloroform- 
Alkohol-Mischung nachgewaschen. Zur Reinigung und vollstindigen Ent- 
fernung des Zuckers wird nun diese Chloroform-Lésung mit 10 ccm 2°/,iger 
Trichloressigsiiure (Acid. Trichloraceticum eryst. E. Merck) kriftig aus- 
geschiittelt und dann zentrifugiert*). 


Die Cerebroside gelangen nun gréBtenteils zur Ausfillung und bilden 
an der Grenze zwischen Chloroform und Trichloressigsiure ein feines, schnee- 
weiBes Hiutchen. Die Trichloressigsiure mu daher vorsichtig so weit als 
méglich abgesaugt werden. Dann erfolgt auf dieselbe Weise ein erneuertes 
Auswaschen mit weiteren 10 cem Trichloressigsiiure. Die nach dem letzten 
Absaugen zuriickbleibende geringfiigige Menge von Trichloressigsdure ist 
von keinem EinfluB auf das Verfahren und auch nicht auf das Ergebnis. 
Der Inhalt des Zentrifugenréhrchens wird dann im Wasserbad eingedampft. 
Nun werden die evtl. an der Wand des noch warmen Zentrifugenréhrchens 
und am Glasstépsel anhaftenden Cerebroside mit 0,5—1,0 cem Athanol ab- 
gewaschen, in welechem dann auch der am Boden des Roéhrchens befindliche 
Riickstand unter gelindem Erwirmen gelést wird. 


Nach Zusetzen von 3cem 3n-Schwefelsiiure zu dieser alkoholischen 
Lésung (die Lipoide werden in feiner Suspension ausgefiallt) wird im 
Autoklay bei einem Uberdruck von '/, Atmosphire (ungefahr 110—111°) 
50 Minuten hindurch hydrolysiert. Das auf 3 cem erginzte Hydrolysat wird 
mit 5cem mit Wasser gewaschenem Chloroform in einem mit einem ein- 
geschliffenem Glasstépsel versehenen Zentrifugenréhrchen kriftig durch- 
geschiittelt, worauf dann die Emulsion zentrifugiert wird. Zu 1,5cem dieses 
wasserklaren Zentrifugats werden 1 ecm Orcin-Lésung und 4 cem konzen- 
trierte Schwefelsiiure zugesetzt und nach mehrmaligem kriftigem Schiitteln, 


sowie 3 Minuten Stehenlassen, weitere 3 Minuten hindurch in kaltem Wasser 
abgekiihlt. 


*) Ich versuchte auch das Blut direkt mit der 10 fachen Menge ver- 
diinnter Trichloressigsiiure auszufillen und den die Lipoide enthaltenden 
EiweiSniederschlag mit heiSem Alkohol zu extrahieren. Dieses Verfahren 
erwies sich jedoch als ungeeignet, weil der Alkohol die durch die Trichlor- 
essigsiure ausgefillten EiweiBe in geringem Ausmafe liste. Da aber die 
Hydrolyse den gebundenen Zucker auch aus dem EiweiB freilegt, kann 
sich bei der Bestimmung ein betrichtliches Plus ergeben. 
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Die Messung mit dem Photemeter erfolgt in 10 mm Kiivetten unter 
Anwendung der Filter S,, und §,,. Die Kompensationskiivette wird mit einer 
auf iihnliche Weise behandelten, aber zuckerfreien Lisung (Blindversuch) 
besehickt. Die den Extinktionen entsprechenden Galaktose - Werte lassen 
sich an Hand einer empirisch angelegten Kurve (Koordinatensystem) ermitteln, 
Multiplizieren wir nun den Mittelwert der mit Filter S,, und S,, erhaltenen 
Galaktose-Werte mit 9,2, so erhalten wir den Cerebrosid-Gehalt fiir 1 eem 
des untersuchten Mediums. [Gang der Hydrolyse, Farbreaktion und Berech- 
nung wurden in der eingangs erwihnten Mitteilung ausfiihrlich besprochen, 
weshalb wegen der hier nicht behandelten Einzelheiten auf diese Mitteilung 
verwiesen werden soll’)]. Bestimmungen mit Filter S,, wurden unterlassen, 


da die allfillig auftretende gelbliche Verfiirbung am ehesten bei diesem 
Filter zur Geltung kommt. 


Beim Extrahieren mit Alkohol wird im geringem MaBe auch die prosthe- 
tische Gruppe des Blutfarbstoffs extrahiert. Das nach der Hydrolyse aus- 
gefiihrte Ausschiitteln mit Chloroform entfernt mit den Lipoiden auch den 
Blutfarbstoff aus dem Hydrolysat. Falls aber die zu untersuchende Lésung 
trotz des Ausschiittelns eine kleine Verfirbung durch den Blutfarbstoff bei- 
behilt, kann dieser bei der photometrischen Messung auf folgende Weise 
ausgeglichen werden: 1,5cem des Hydrolysats werden zur Bestimmung selbst 
verwendet, wiihrend weiteren 1,2cem Hydrolysat 0,8 eem 20 °/,iger Schwefel- 
siure (an Stelle der Orcin-Lésung) und 3,2 cem konzentrierter Schwefel- 
siure beigesetzt werden. Dieses letztere Gemisch wird in eine 10 mm- 
Kiivette gegossen, die dann bei der Bestimmung hinter die Kompensations- 
Kiivette des Photometers zu stehen kommt; hinter die Kiivette mit der 


zu bestimmenden Liésung kommt aber eine 10 mm-Kiivette mit destilliertem 
Wasser. 


Bei den Versuchen wurde der Cerebrosid-Gehalt des Blutes 
von ingesamt 23 erwachsenen Personen verschiedenen Alters und 
Geschlechts bestimmt. Um eine bessere Ubersicht zu ermdglichen, 
wurden in der beiliegenden Tabelle einige dieser Versuchsergeb- 
nisse wiedergegeben. 


Im Plasma, bzw. Serum der von mir untersuchten 23 Per- 
sonen fanden sich in keinem einzigen Falle Cerebroside, 
Deshalb kann angenommen werden, daB das Blutplasma ge- 
sunder Personen keine zuckerhaltigen Lipoide enthilt. 
Bei der Farbreaktion zeigt sich zwar eine geringfiigige gelbliche Ver- 
firbung (Galaktose und die iibrigen Zuckerarten geben aber eine 
intensiv rote Farbreaktion), doch ist diese Erscheinung am ehesten 
auf die durch die konzentrierte Schwefelsiure hervorgerufene Ver- 
firbung der aus dem Plasma extrahierten Substanzen zuriickzu- 
fihren. Die bei der photometrischen Messung mit Filter S,, ge- 
messenen Extinktionen iiberschritten nie den Wert von 0,090. 
(Wiirden wir die Extinktionen als Cerebrosid- Werte berechnen, so 
kamen wir im Durchschnitt auf 7,1 mg-°/,.) 
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Der Cerebrosid-Gehalt der mit physiologischer Koch- 
salzlésung gewaschenen und dann abzentrifugierten 
Erythrocyten-Suspension betrigt in 100 ccm 34,8 mg. 
Grenzwerte: 25,4 mg-°/, und 45,4 mg-°/,. 


Tabelle 
Ver- | Gerinnungs- Cere- 
person Substanz erfolgte in in mg-°/,*) 
G. F K-oxalat Vollblut 0,148 0,152 14,2 
K. L 0,246 0,247 24,4 
R. E 0,238 0,238 23,6 
Sz. A 0,169 0,166 16,2 
KI 0) Serum 0,100 0,081 (8,3) 
; Na-fluorid | Erythrocyten 0,328 0,310 31,8 
Na-citrat Plasma 0,078 0,066 (6,6) 
N.J | - Erythrocyten 0,264 0,256 25,5 
a K-oxalat Plasma 0,081 0,076 (7,2) 
| Erythrocyten | 0,264 0,252 25,4 
Na-fluorid 0,428 0,407 41,6 
M.F. Na-citrat Plasma 0,097 0,081 (8,2) 
Erythrocyten 0,432 0,416 42,4 
0 Serum 0,071 0,046 (5,3) 
N.A Na-fluorid Plasma 0,059 0,039 (4,5) 
ss Erythrocyten 0,303 0,233 27,1 
KE K-oxalat Plasma 0,041 0,027 (3,3) 
Erythrocyten 0,370 0,360 36,5 
Af Plasma 0,102 0,086 (8,5) 
Erythrocyten 0,422 0,389 40,5 
V.N Na-fluorid Plasma 0,095 0,071 (7,6) 
Erythrocyten 0,376 0,365 36,9 
KI a Plasma 0,122 0,090 (9,7) 
i ‘i Erythrocyten 0,333 0,303 31,5 


*) Die in Klammern stehenden Zahlen bedeuten Extinktionswerte, 
die als Cerebroside berechnet wurden. 


Die Versuche zeigen weiterhin, daB der Cerebrosid-Gehalt 
des Vollblutes in 100 ccm Blut durchschnittlich 18,7 mg betrigt. 
Dieser Wert diirfte aber etwas zu hoch liegen, da die durch das 
Plasma hervorgerufene Verfirbung hier evtl. schon zur Geltung 
kommen kann. 

Ks soll hier noch erwihnt werden, dab die Ergebnisse einiger 
orientierender Versuche darauf hinwiesen, da& der Cerebrosid- 
Gehalt der Leukocyten ungefihr 210 mg-°/, betrigt (berechnet 


fir die aus dem Blut durch Zentrifugieren erhaltene und ge- 
waschene Substanz). 
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Bemerkenswert ist ferner, das die Cerebroside an die zelligen 
Bestandteile des Blutes gebunden sind, wihrend im Plasma keine 
Cerebroside vorkommen. | 


Uber den Cerebrosid-Gehalt des menschlichen Blutes fand ich 
in der Literatur Angaben nur bei E. Kirk?) A. J. Dziemian?) 
versuchte mit der Methode von Kirk den Cerebrosid-Gehalt der 
Erythrocyten zu bestimmen, fand aber bei den von ihm unter- 
suchten Tierarten in den Blutkérperchen keine Cerebroside. Nach 
Kirk schwankt der Cerebrosid-Gehalt des Blutplasmas beim 
Menschen zwischen den Grenzwerten 0 mg-°/, und 167 mg-°/,, 
der der Blutkérperchen dagegen zwischen 0 mg-°/, und 113 mg-°/,. 
Seine Werte stehen daher in einem gewissen Gegensatz zu den 
von mir erhaltenen Werten. 


Die im vorstehenden von mir beschriebene Methode beruht 
auf einer spezifischen und charakteristischen Farbreaktion der 
Zuckerarten, waihrend in Kirks Verfahren bei der Bestimmung 
des Zuckers ein Prinzip von allgemeiner Bedeutung, nimlich die 
Reduktion Anwendung findet. Auch die der Reduktion selbst 
vorausgehenden Verfahren, wie z. B. Ausfaillung mit Zinkhydroxyd, 
scheinen sich als unzureichend zu erweisen, die stérenden redu- 
zierenden Substanzen vollkommen zu entfernen. Des weiteren 
konnte ich in einigen Fallen im Plasma (bei Diabetikern) sogar 
‘auch sozusagen negative Werte, also Werte unter 0 mg-°/, er- 
halten, da in diesen Fallen die Reduktion nach der Hydrolyse 
kleiner war, als die vor der Hydrolyse (totaler Reduktionswert 
minus Anfangs-Reduktionswert = Galaktose), was darauf hinweist, 
daB gewisse reduzierende Substanzen wahrend der Hydrolyse 
zerstért wurden oder sich vielleicht verfliichtigt hatten. [Als eine 
solche Verbindung kann das von Feulgen und Mitarbeitern 4) 
dargestellte Plasmal in Betracht kommen, das sich schon auf die 
Kinwirkung von n/10-Saéuren vom Plasmalogen abspaltet und 
beim Erwirmen leicht verfliichtigt.] 


Die Anwendung der auf dem Reduktions-Prinzip beruhen- 
den Methoden scheint also eher nur zur Bestimmung des 
Zucker-Gehaltes von Priparaten mit groBem Cerebrosid-Gehalt 
(Gehirn, Cerebrosid-Priiparate usw.) zweckdienlich zu sein. Ist 
aber die zu bestimmende Cerebrosid-Menge im Vergleich zu den 
verschiedenen anderen reduzierenden Substanzen gering, s0 
kénnen wir nur mehr mit weniger zuverliissigen Resultaten 
rechnen, 
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Zusammenfassung 


1. Es wird eine auf der Orcin-Reaktion der Galaktose be- 


ruhende Methode zur Bestimmung des Cerebrosid-Gehaltes im 
Blut mitgeteilt. 


2. Im Plasma bzw. Serum konnten keine Cerebroside nach- 
gewlesen werden. 


3. Der Cerebrosid-Gehalt der roten Blutkérperchen betriigt 
im Durchschnitt 34,8 mg-°/). 


Literatur 
Briickner, Diese Z. 268, 163 (1941). 
Kirk, J. of Biol. Chem. 123, 637 (1938). 


J. Dziemian, J. of cellul. a. comp. Physiol. (Am.) 14, 103 (1939). 
Feulgen, K.Imhiuser u. M. Behrens, Diese Z. 180, 161 (1928). 


1. 
2. E. 
3. A. 
4, R. 


4 
q 
| 
be 


257 


Der Abbau des Tyrosins durch Leberbrei 
Von 


K. Felix und K. Zorn 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mirz 1941) 


Nach unseren ersten Versuchen!) verbraucht 1(—)-Tyrosin 
in frischem Leberbrei bei p,, 7,6 vier Atome Sauerstoff und wird 
zu Acetessigsiure abgebaut. Daneben werden zwei Molekiile 
Kohlendioxyd frei; wir vermuteten damals, daB das eine Molekil 
direkt entsteht und das andere nachtriglich aus der Acetessig- 
siure abgespalten wird. An sich kann aber auch das zweite 
aus der Oxydation des Tyrosins stammen. Von seinen neun 
Kohlenstoffatomen sind also fiinf bzw. sechs in den bis jetzt 
identifizierten Abbauprodukten enthalten. Unklar ist noch das 
Schicksal der drei bzw. vier iibrigen und das der Aminogruppe. 
Bis zum Ende des Abbaus wird sie kaum angegriffen; denn 
aus 1(—)-Tyrosin wird nur eine verschwindend kleine Menge 
Ammoniak abgespalten. Aus dem optischen Antipoden erhilt 
man dagegen die berechnete Menge und kann auch die p-Oxy- 
phenylbrenztraubensiure in entsprechender Ausbeute isolieren. 
Nur die nicht natiirliche optische Form der Aminosiure wird in 
der iiblichen Weise oxydativ desaminiert, wahrend bei der natiir- 
lichen der Abbau an einer anderen Stelle des Molekiils ein- 
setzen mubB. 

Wenn die Aminogruppe als solche erhalten bleibt, so kann 
das eigentlich nur in der Weise geschehen, da aus dem Tyrosin 
eine niedrigere Aminosiure abgespalten oder die Aminogruppe 
durch Umaminierung auf eine Ketosiure tibertragen wird. Dab 
Tyrosin aber nicht umaminiert wird, geht aus inzwischen ver- 
Offentlichten Versuchen des einen von uns hervor?), Am wahr- 
scheinlichsten ist, daB Alanin abgespalten wird. 

Wir haben nun erneut in mehreren Versuchen den Brei 
frischer Schweineleber auf Tyrosin einwirken lassen und das ent- 
eiweiBte Reaktionsgemisch auf Alanin untersucht. Es wurde 
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zuerst zu Milchséure desaminiert und diese nach Cl, Fromageot 
und P. Heitz’) in Gegenwart von Mercuriacetat durch Perman- 
ganat zu Acetaldehyd oxydiert. Das Quecksilbersalz verhindert, 
daB auch Serin und Asparaginsaéure in gréBerem AusmaB Acet- 
aldehyd liefern. Dieser wurde jodometrisch in der von E. Lehnartz‘) 
fiir die Mikrobestimmung der Milchsiure angegebenen Weise er- 
mittelt. In anderen Versuchen haben wir das Quecksilberacetat 
bei der Oxydation weggelassen. 

In beiden Reihen lieferten die Hauptversuche bedeutend 
mehr Acetaldehyd als die ohne Tyrosin angesetzten Leerver- 
suche. Wider Erwarten war diese Differenz bei den Ansitzen 
ohne Quecksilber kleiner und unregelmibig. Daraus darf man 
zunichst einmal schliefen, daB andere Aldehyde iiberhaupt nicht 
oder zum mindesten nicht in so groBen Mengen entstehen, daB 
sie stéren. Ferner werden auch Serin und Asparaginsiure nicht 
in nennenswerten Betrigen gebildet. 

Die gréBeren und gleichmaBigeren Ausbeuten in den Ver- 
suchen mit Quecksilberacetat miissen durch dieses Salz bedingt 
sein. Sie schwankten zwischen 43 und 71°/, der Theorie. Um 
den EinfluB des Quecksilbers auf die Bestimmung zu priifen, 
haben wir reine Alaninlésungen und solche, die noch ‘Tyrosin 
und Serin enthielten, desaminiert. Aus jenen bekamen wir wie 
O. Fiirth®) 90—-98°/, des berechneten Wertes an Acetaldehyd. 
In den Lésungen von Alanin und Tyrosin war jedoch die Aus- 
beute wesentlich geringer, bestenfalls nur 76°/,. Wurde aber 
den beiden Aminosiuren noch Quecksilberacetat zugesetzt, so 
stieg sie wieder auf 98°/,. Tyrosin selbst oder die Produkte, 
welche aus ihm durch die Einwirkung salpetriger Saiure entstehen, 
scheinen die Oxydation der Milchsiure zu Acetaldehyd durch 
Permanganat zu hemmen und daran durch das Quecksilbersalz 
gehindert zu werden. Behandelt man Tyrosin allein in salzsaurer 
Lésung mit Natriumnitrit, so entstehen neben p-Oxyphenylmilch- 
siure noch gefarbte Produkte, die aber bei der Oxydation durch 
Permanganat keine fliichtigen Aldehyde liefern. Um also Alanin 
in Gegenwart von Tyrosin zu bestimmen, mu man stets Queck- 
silberacetat zusetzen. 

In einigen Versuchen bestimmten wir die vorgebildete Milch- 
siure, d.h. die, welche ohne Kinwirkung der salpetrigen Saure 
auftritt, und zwar sofort nach der Mischung, sowie dann, nachdem 
der Leberbrei 3 Stunden auf Tyrosin gewirkt hatte. Es war 
stets welche vorhanden, gleichgiiltig, ob Mercuriacetat zugesetzt 
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wurde oder nicht, aber Haupt- und Leerversuch unterschieden 
sich nicht. Neue Milchsiure entsteht somit nur, wenn zuvor 
salpetrige Saéure auf das enteiweifte Reaktionsgemisch am Ende 
des Versuchs eingewirkt hat, und wird nicht direkt aus dem 
Tyrosin gebildet. 

Die Milchsiure bzw. der Acetataldehyd, welche nach der 
Einwirkung von salpetriger Séiure in dem Reaktionsgemisch nach- 
zuweisen sind, kénnen somit nur aus Alanin entstanden sein und 
dies muB aus Tyrosin abgespalten werden. Damit ist das Schicksal 
der Seitenkette mit ihren drei Kohlenstoffatomen geklirt sowie 
gleichzeitig entschieden, daB die Acetessigsiiure und die Ronten- 
siure aus dem Benzolring stammen. 

Nach diesen Resultaten mu die Stelle, an welcher das 
natiirliche Tyrosin in der ersten Phase seines Abbaus angegriffen 
wird, die Bindung der Seitenkette an den Ring sein. DaB das 
Molekiil dort leicht angegriffen werden kann, geht auch aus Be- 
obachtungen anderer Autoren hervor. W. Denis®) erhielt bei 
der Oxydation des Tyrosins mit Permanganat in Gegenwart von 
Kalilauge Oxalsiure, Essigséure, Kohlendioxyd und schloB daraus, 
daB primar Alanin abgespalten .wird. Ferner gehéren hierher 
die Versuche von P. von Mutzenbecher’) iiber die Bildung 
von Thyroxin aus Dijodtyrosin durch EKinwirkung von 2 n-Natron- 
lauge bei 37°. An dieser Reaktion miissen sich zwei Molekiile 
Dijodtyrosin beteiligen. Das eine, welches den jodierten Oxy- 
phenylrest liefert, mu8 am Ansatz der Seitenkette gespalten 
werden. 

Vom Abbau des 1(—)-Tyrosins durch Leberbrei liegen nun 
folgende Punkte fest. Ein Molekil der Aminosaure verbraucht 
vier Atome Sauerstoff. Die Millonsche Reaktion ist am Ende des 
Abbaus negativ. Bis zum Verbrauch von erst einem Atom Sauer- 
stoff pro Molekiil Tyrosin hat sie noch die anfaingliche Intensitit. 
Es werden ein Molekiil Acetessigsiure, ein (oder zwei) Molekiil 
Kohlendioxyd und ein Molekiil Alanin gebildet. Acetessigsiure 
und Kohlendioxyd entstehen aus dem Benzolring. 

Voraussichtlich wird das Tyrosin (I) in der ersten Phase des 
Abbaus zu einem chinonartigen Korper (II) dehydriert, der viel- 
leicht die Millonreaktion noch gibt. 

Damit das Chinon entstehen kann, miissen wahrscheinlich 
noch beide Wasserstoffatome an dem ersten Kohlenstoffatom der 
Seitenkette erhalten sein. Wire eines durch eine Hydroxyl- 
gruppe ersetzt, so wiirde dort vermutlich bei der Dehydrierung 
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eine Ketogruppe entstehen und kein Chinon sich bilden kénnen, 
ferner beim weiteren Abbau p-Oxyphenylbenzoesiure auftreten, 
aihnlich dem Verhalten des Phenylserins, welches nach H. D. Dakin 
zu Benzoesaure abgebaut wird ®). 


OH OH 
CHNH, CHNH, CHNH, COOH 
boon boon boon 
I II Ill IV 


Da bei Chinonen der Ring leicht aufgespalten wird, kénnte 
bereits von diesem Zwischenprodukt aus der Zerfall des Molekiils 
in Alanin, Acetessigsiure und Kohlendioxyd einsetzen. Nach den 
bisher entwickelten Vorstellungen iiber den Abbau des Tyrosins 
und die Entstehung der Homogentisinsiure®*) wird aber wahr- 
scheinlich das Chinon unter Aufnahme eines Molekiils Wasser in 
ein Chinol (III) iibergefiihrt und die Seitenkette wandert nach 
Stellung 2 hiniiber, wobei gleichzeitig der Wasserstoff von 2 zu 
dem Sauerstoff in 4 geht und der Ring wieder aromatisch wird. 
Aus diesem hypothetischen Hydrochinonalanin kénnte Alanin 
hydrolytisch abgespalten und Oxyhydrochinon gebildet werden. 
Letzteres ist eine so leicht oxydierbare Substanz, daB sie in dem 
MaBe, wie sie entsteht, sofort weiter zerfallen miiBte, vielleicht 
also in Acetessigsiure und zwei Molekiile Kohlendioxyd bzw. ein 
Molekiil Kohlendioxyd und ein Molekiil Ameisensiiure. Bei diesem 
noch vollkommen hypothetischen Schema des Abbaus kime man 
gerade mit vier Sauerstoffatomen aus. Die Acetessigsiure wiirde 
aus den Kohlenstoffatomen 2—5 entstehen. 


Experimenteller Teil 


1. Atmungsversuche. Die Atmungsversuche wurden so wie 
bei unseren friiheren Untersuchungen in den Warburg-Appa- 
raten ausgefiihrt. Wir setzten jeweils drei Hauptversuche und 
drei Leerversuche an. Jedes GefiB wurde mit 3 ccm Schweine- 
leberbreisuspension (1 Teil Leberbrei, mit der Latapiemihle her- 
gestellt, in 1,5—2 Teilen m/5-Phosphatpuffer vom p, = 7,6 unter 
Verwendung eines elektrischen Riihrers suspendiert) beschickt. 
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In die Ansatzbirnen kamen bei den Hauptversuchen 2 mg 1(—)- 
Tyrosin in 2 ccm Phosphatpuffer und bei den Leerversuchen nur 
2ccm Phosphatpuffer. Zur Konservierung wurde etwas Toluol 
zugesetzt. In die AbsorptionsgefiBe fiir Kohlensiure wurden 
0,2 com 50°/,ige Kalilauge pipettiert. Die ReaktionsgefiBe wurden 
mit den Manometern verbunden, mit Sauerstoff durchstrémt und 
im Thermostaten bei 37,5° geschiittelt. Nach dem Temperatur- 
ausgleich wurden die Ansatzbirnen durch Umschwenken in den 
Hauptraum der AtmungsgefiBe entleert und der Sauerstoffver- 
brauch gemessen. Der Versuch wurde so lange fortgesetzt, bis 
Haupt- und Leerversuche gleich stark atmeten, was nach 
3—4 Stunden erreicht war. 


2. Alaninbestimmung. Nach beendeter Atmung wurden die 
Inhalte der drei HauptgefiBe quantitativ in einem 100 ccm-Meb- 
kolben vereinigt, nach Schenck durch Zusatz von 10 ccm 4°/, iger 
Saizsiure und 10 ccm 5°/,iger Sublimatlésung enteiweift, zur 
Marke aufgefillt mehrere Stunden stehen gelassen und durch ein 
Faltenfilter filtriert. In dem Filtrat wurde das Quecksilber durch 
Schwefelwasserstoff gefallt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid 
wurde durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit. In 
der gleichen Weise wurde mit den drei Leerversuchen verfahren. 


Die von A. J. Kendall und Th. E. Friedemann”) fiir die 
Bestimmung des Alanins angegebene Methode ist zur Analyse 
von Organextrakten und EKiweiB’hydrolysaten nicht spezifisch genug, 
da die Oxysiuren, welche aus anderen Aminosiuren bei der 
Desaminierung entstehen, bei der Oxydation mit Permanganat 
zum Teil ebenfalls flichtige Aldehyde liefern. O. Fiirth und 
seine Mitarbeiter umgehen diese Schwierigkeit dadurch, daB sie 
die hdheren von den niederen Aldehyden durch fraktionierte 
Destillation trennen. Dabei ist jedoch nicht beriicksichtigt, daB 
auch Serin und Asparaginsiure beim Behandeln mit salpetriger 
Sdure und nachfolgender Oxydation mit Kaliumpermanganat 
Acetaldehyd liefern. In neuerer Zeit haben Cl. Fromageot und 
P. Heitz) gefunden, daB durch Zusatz von 5°/,iger Quecksilber- 
acetatlésung zu der Lisung der Oxysiiuren, die bei der Desa- 
minierung der Aminosiuren entstehen, die Bildung von Acet- 
aldehyd aus dem Serin und der Asparaginsiure bei der Oxydation 
mit Permanganat verhindert wird. Unter diesen Umstanden ent- 
steht lediglich aus Alanin Acetaldehyd. Fromageot und Heitz 
bestimmen ihn neben den hodheren Aldehyden direkt durch eine 
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spezifische Farbenreaktion und ersparen sich so die Fraktionie- 
rung. Diese Farbenreaktion ist nicht sehr empfindlich und ver- 
langt mindestens 2 mg Alanin. Da wir aber wesentlich weniger 
Alanin zu erwarten hatten, konnten wir sie nicht anwenden und 
bestimmten daher die Milchsiure nach der Mikromethode von 
E. Lehnartz*), bei der der Aldehyd mit n/200-Jodlésung titriert 
wird. Etwa mitbestimmte héhere Aldehyde wurden durch gleich- 
zeitige Analyse der Leerversuche ausgeschaltet. Sollte beim Abbau 
des 1(—)-Tyrosins Alanin gebildet werden, dann miBte in den 
Hauptversuchen mehr Milchsiure gefunden werden als in den 
Leerversuchen. 

Indem man einmal ohne und einmal mit Zusatz von Mercuri- 
acetat oxydiert, muB man entscheiden kénnen, von welcher Amino- 
siure der Aldehyd kommt. Geben im letzteren Falle Haupt- 
und Leerversuche keine Differenz, dann kann der gebildete 
Aldehyd nur von Serin oder Asparaginsiure herriihren. Ist mit 
und ohne Quecksilber jedoch die Differenz gleich groB, dann 
muff Alanin beim Abbau des 1(—)-Tyrosins entstanden sein. 

Zur Desaminierung wurde ein aliquoter Teil (830—50 ccm) 
des Schenck-Filtrates in einen 100 ccm-MeBkolben pipettiert. 
Der Kolben wurde darauf in ein siedendes Wasserbad gebracht 
und aus einer Pipette tropfenweise zuerst 10 ccm einer 2,5°/, igen 
Natriumnitritlésung, darauf 10 ccm einer 7,5°/,igen Harnstofi- 
lésung hinzugegeben. Nach dem Abkiihlen wurden zur Entfernung 
der Kohlenhydrate noch 5 ccm 10°/,ige Kupfersulfatlésung und 
5 ccm 20°/,ige Kalkmilch zugegeben, mit Wasser zur Marke auf- 
gefiillt und gut durchgeschiittelt. Nach einigem Stehen wurde 
von dem Kupfer—Kalk-Niederschlag abzentrifugiert und das Zentri- 
fugat zur Milchsiurebestimmung verwendet. 

Hierzu wurden 10—20 ccm der Oxysiiurelésung in den 
Destillierkolben der Milchsiureapparatur pipettiert, mit 5 ccm 
10 n-Schwefelséure, die 10°/, Manganosulfat gelést enthielt, an- 
gesiuert und noch eine kleine Spatelspitze Talkum zugegeben. 
Bei den Versuchen mit Quecksilberzusatz wurden noch 5 ccm 
emer 5°/, igen Mercuriacetatlésung hinzugefiigt. Als Vorlage 
dienten 10 ccm einer 0,1°/, igen Kaliumbisulfitlésung, die wihrend 
der Destillation mit Eis gekihlt wurden. Die Bisulfitlésung 
wurde stets frisch hergestellt. Oxydiert wurde mit n/500-Kalium- 
_ permanganatlésung in einem Tempo von 40—50 Tropfen pro 
Minute. Wir lieBen das Permanganat so lange zutropfen, bis der 
Kolbeninhalt stark braun gefirbt war. Darauf wurde bei gesenkter 
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Vorlage noch einige Minuten weitergekocht und das Kihlerrohr 
gut abgespritzt. | 

Wir titrierten in der iiblichen Weise mit n/200-Jodlésung 
und machten mit Borax alkalisch, da vom Mercuriacetat stets 
etwas Essigsiure mit iiberdestillierte und deshalb Bicarbonat 
zur Alkalisierung nicht ausreichte. 

Unsere Versuche ergaben zuniichst einen deutlich erhéhten 
Milchsiuregehalt in den Lésungen der Hauptversuche. Diese Diffe- 
renzen verschwanden iiberraschenderweise bei den Destillationen 
mit Quecksilberzusatz nicht, sondern wurden noch wesentlich gréBer 
und gleichmiBiger. Somit war vorerst erwiesen, daB bei dem 
Abbau des 1(—)-Tyrosins Alanin und nicht Serin gebildet wird. 

In der nachfolgenden Tabelle bedeuten die Zahlen unter 
,O,-Aufnahme“ die Differenz im Sauerstofiverbrauch zwischen den 
drei Haupt- und den drei Leerversuchen. EKbenso geben die 
Milchsiure- und Alaninwerte die Ausbeute aus den jeweils ver- 


einigten Haupt- bzw. Leerversuchen an. ar 
Tabelle 1 
Sauerstoffverbrauch und Alaninbestimmung 
Vers O,-Aufnahme Milchsiure-Bestimmung Alanin 
rs.- 
Nr. Hauptv. | Leerv. | Differ. °/, der 
— ms mg mg | mg mg | Theorie 
Ohne Mercuriacetat: 
5 657 0,940 8,82 7,74 1,08 1,06 36 
7 549 0,785 13,56 12,66 0,90 0,89 30 
8 768 1,097 11,42 10,16 1,26 1,25 42 
10 771 1,100 9,54 tne 1,77 1,75 59 
Mit Mercuriacetat: 
5 657 0,940 8,42 6,60 1,82 1,80 61 
7 549 0,785 13,80 12,50 1,30 1,29 44 
8 768 1,097 13,16 11,06 2,10 2,08 71 
9 450 0,643 8,24 6,97 1,27 1,26 43 
10 771 1,100 10,14 8,12 2,02 2,00 68 


Zur Klirung des Einflusses des Quecksilberacetats auf die 
Aldehydbildung setzten wir Versuche mit reinen Aminosiure- 
lésungen an, und zwar von Alanin allein sowie von Alanin mit 
Tyrosin oder Serin als auch mit allen drei Aminosiuren und 
schlieBlich noch mit Serin allein. Nach den in der folgenden 
Tabelle zusammengestellten Ergebnissen gibt Alanin allein mit 
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Tabelle 2 
Alaninbestimmungen in reinen Aminosiurelésungen 
Al = Alanin; Tyr = Tyrosin; Se = Serin 
Milchsiure-Bestimmung 
Vorgelegt mg Subst. =mg |= des Bemerk. 
n/200 J | Milchs. Alanin | vorgel. Al 
0,530 Al 2,22 0,500 0,495 93,4 |) 
desgl. 2,39 0,538 0,533 100,2 
desel. 295 0,507 | 0,502 948 | SohneHg 
desgl. 2,28 0,513 0,508 96,0 
0,308 Al 1,24 0,279 0,276 96,0 |! 
0,530 Al 2,06 0,464 0,460 86,5 |) 
desgl. 2,11 0,475 0,471 88,7 | 
desgl. 2,10 0,473 0,468 88,4 +H 
0,308 Al 1'31 0,295 | 0,292 60 if © 
| desgl. 1,35 0,304 0,301 98,0 
0,530 Al + 0,508 Tyr | 1,60 0,360 0,357 67,2 |} 
desgl. 1,80 0,405 0,402 75,6 
desgl. 1,45 0,327 0,323 61,0 
0,308 Al + 0.648 Tyr | 1,06 0,238 | 0,236 767 | ¢ chneHe 
desgl. 0,96 0,216 0,214 69,7 
desgl. 0,48 0,108 0,107 35,0 
0,530 Al + 0,508 Tyr | 2,34 0,527 0,522 98,5 |) 
desgl. 2,31 0,520 0,515 97,2 
desgl. 2,28 0,514 0,508 96,0 |\ mit He 
0,308 Al + 0,648 Tyr | 1,43 0,322 0,319 104,0 
desgl. 1,47 0,331 0,328 106,5 
desgl. 1,45 0,326 0,323 105,0 
0,530 Al + 0,524 Se 2,70 0,608 0,602 113,5 
desgl. 3,00 0,675 0,669 126,0 
0,480 Al + 0,540 Se | 2157 0578 | O572 | 119.2 
desgl. 2,82 0,635 0,627 130,5 
0,308 Al + 0,324 Se 1,35 0,304 0,301 98,0 
0,530 Al + 0,524 Se | 2,50 0,563 0,557 105,0 mit Hg 
desgl. 2,27 0,511 0,507 95,4 
0,480 Al + 0,540 Se 1,95 0,438 0,434 90,5 || 
0,480 Al + 0,520 Tyr | 1,63 0,367 0,364 75,9 
+ 0,540 Se 1155 0,348 | 0.345 71.9 ohne Hg 
0,480 Al + 0,520 Tyr | 2,09 0,471 0,467 97,3 , 
+ 0,540 Se 2,11 0,475 0,471 98,1 mit Hg 
=mg |=°, des 
Serin | vorgel.Se 
0,540 Se 0,87 0,196 0,229 42,5 
desgl. 0,89 0,200 | 0,234 43,3 } ohne Hg 
0,540 Se 0,16 0,036 0,042 7,8 +H 
desgl. 0,18 0,041 0,047 8.7 
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und ohne Quecksilber die gleiche gute Ausbeute, in Gegenwart 
von Tyrosin jedoch ohne Quecksilber eine viel schlechtere; mit 
ihm dagegen wieder dieselbe wie die reinen Alaninliésungen. 
Kine fraktionierte Destillation, um den aus dem Tyrosin ent- 
stehenden Aldehyd vom Acetaldehyd abzutrennen, ist also nicht 
notig. 

Da in den jetzigen Versuchen das Tyrosin nie vollstindig 
abgebaut worden war, muBte bei den Milchsiurebestimmungen 
Mercuriacetat zugesetzt werden. 

Ferner konnten wir die Befunde von Cl. Fromageot und 
P. Heitz bestiitigen. Serin lefert bei Gegenwart von Mercuri- 
acetat praktisch keinen, oder nur geringe Mengen von Acetaldehyd. 

Um auszuschlieBen, daB Milchsiure sonst irgendwie aus Tyrosin 
gebildet wird, haben wir das enteiweiBte Reaktionsgemisch ohne 
vorherige Desaminierung analysiert. 25ccm des Schenckfiltrates 
wurden dazu in einen 50ccm-MeBkolben pipettiert und die Kohlen- 
hydrate mit 5ccm 10°/,iger Kupfersulfatlésung und 5ccm 10°/, iger 
Kalkmilch gefallt, mit Wasser zur Marke aufgefiillt und wie oben 
beschrieben weiter verfahren. In 10 ccm des Zentrifugats vom 
Kupfer—Kalk-Niederschlag wurde die Milchsiure bestimmt. Hier 
ergaben sich bei der Destillation mit und ohne Zusatz von Mercuri- 
acetat keine Differenzen zwischen Haupt- und Leerversuchen. Die 
gefundenen Milchsiurewerte stimmten innerhalb der Fehlergrenzen 
stets iiberein. Kine Differenz im Milchsiuregehalt tritt also nur 
nach vorheriger Desaminierung des Schenckfiltrates mit Natrium- 


nitrit auf. 
Tabelle 3 


Milchsiurebestimmung ohne vorherige Desaminierung 


Vv h Milchsiuregehalt im 
ersuchs- 
Nr. Hauptversuch | Leerversuch Differenz Bemerkungen 
mg mg mg 
5 4,05 4,07 — 0,02 ; 
12 6,35 6,35 0,00 mit Hg 
5 4,04 4,05 — 0,01 
10 5,45 5,93 — 0,48 ohne Hg 


Gleichzeitig haben wir noch Versuche in denselben Mengen- 
verhiltnissen angesetzt, wo wir sofort nach Zugabe der Tyrosin- 
lésung enteiweiBten. 9ccm Leberbreisuspension und 6 mg 1-T'yrosin, 
in 6 ccm Puffer gelést, wurden in einen 100 ccm-MeBkolben 
pipettiert und sofort zur EnteiweiBung mit 10ccm 4°/,iger Salz- 
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siure und 10ccm Sublimatlésung versetzt, mit Wasser zur Marke 
aufgefillt und gut durchgeschiittelt. Im Leerversuch wurde an 
Stelle der Tyrosinlésung reine Pufferlésung zugegeben. Beide 
wurden wie die Atmungsversuche desaminiert und weiter auf- 
gearbeitet. Auch hier fanden wir keinen Unterschied in der 
Milchsiiure zwischen den Haupt- und Leerversuchen. 1(—)-Tyrosin 
liefert also nach dem Behandeln mit Natriumnitrit und Oxydation 
mit Permanganat keine bisulfitbindenden Substanzen, die einen 
erhéhten Milchsiurewert vortiiuschen kénnten (Tab. 4). 


Tabelle 4 


Milchsiurebestimmung in den sofort enteiweiBten Ansitzen 


Milchsiuregehalt im 
ersuchs- 
Nr. Hauptversuch | Leerversuch Differenz Bemerkungen 
mg mg mg 
9 4,35 4,25 0,10 
10° 5,22 5,25 — 0,03 - ohne Hg 
12 8,33 | 8,44 — 0,11 , 
13 Sn — 0,09 mit Hg 
Zusammenfassung 


Beim Abbau des Tyrosins durch Leberbrei entsteht rund ein 
Molekiil Alanin. Es wurde dadurch nachgewiesen, daB das von — 
EiweiB und Kohlenhydraten befreite Reaktionsgemisch mit salpe- 
triger Siure desaminiert und die entstandene Milchsiure in Gegen- 
wart von Mercuriacetat als Acetaldehyd bestimmt wurde. Die Aus- 
beute betrug 40—70°/, d. Th. 
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Zur Kenntnis der Gallensdiuren 
65. Mitteilung 


Von 
Martin Schenck und Johannes Reschke 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1941) 


Zur Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke 
bei Derivaten von Gallensaéuren 


In fritheren Mitteilungen ist wiederholt iiber Versuche be- 
richtet worden, die mit stickstoffhaltigen Derivaten von Gallen- 
siuren nach der Methode von vanSlyke angestellt wurden. Bei 
diesen Priifungen hatte sich ergeben, da& Aminosiuren bei HKin- 
haltung der geeigneten Zeitdauer quantitativ reagieren, daB aber 
bei lingerer Versuchsdauer (8—24 Stunden) zu hohe Werte ge- 
funden werden, in einem Falle fast die 3fache Menge des theo- 
retisch zu erwartenden Betrages. Es sind dann auch solche Ver- 
bindungen untersucht worden, in denen man anfangs die Anwesen- 
heit einer NH,-Gruppe vermutete und bei denen das _ positive 
Ergebnis des van Slykeschen Versuchs diese Vermutung zu be- 
stitigen schien, bis sich dann durch andere Reaktionen heraus- 
stellte, daB in diesen Verbindungen iiberhaupt kein Aminostickstoff 
vorliegt, der Stickstoff vielmehr in andersartiger Bindung, in Form 
einer Isonitroso- oder Isonitrogruppe zugegen ist. Uber die Priifung 
solcher Isonitroso- und Isonitroverbindungen ist zuletzt an anderer 
Stelle berichtet worden"). Dort wurde auch bereits darauf hin- 
gewiesen, daB besonders solche Stotfe, welche die NOH-Gruppe am 
Kohlenstoffatom 7 (vgl. Formel I) tragen, zur Stickstoffentwicklung 
befahigt sind. Da derartige Ketoximsiuren auch in anderer Hin- 
sicht sehr reaktionsfihig sind und leicht zu ungesittigten 7-Nitroso- 
und 7-Nitroverbindungen oxydiert werden kénnen, haben wir jetzt, 


1) M. Schenck u. J. Reschke, Ber. chem. Ges. 73, 200 (1940). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 19 
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um den Mechanismus der Stickstoffbildung nach Méglichkeit auf- 
zuklaren, einige weitere 7-Oximinosduren und ferner verschiedene 
ungesittigte 7-Nitroso- und 7-Nitrosiiuren nach der Methode von 
van Slyke gepriift. 

Biliansiure-7-monoxim (I), C,,H,,NO, geht bei kurzdauern- 
der EKinwirkung von Salpetersiure (D. 1,4) von Raumtemperatur 
in den Nitrosokérper I,a (C,,H,,NO,) iiber, es wird die Gruppe 
—C(:NOH)—CH< in Ring B dehydriert und in die Gruppierung 
—C(NO)=C< iibergefiihrt; daB die Doppelbindung zwischen ©? 
und C® liegt, ist zwar nicht exakt bewiesen, aber so gut wie sicher. 
Die Nitrosoverbindung I,a ist zuerst von H. Kirchhof autgefun- 
den worden und wurde zunachst aus Biliansiure-dioxim (Formel 
wie I, aber an Stelle des Sauerstoffatoms an C! eine NOH-Gruppe) 
mittels Salpetersiure gewonnen, in diesem Falle findet die eben 
skizzierte Umwandlung an der Ketoximgruppe 7 statt, wihrend die 
Ketoximgruppe 12 oxydativ gespalten und in eine Ketogruppe iiber- 
gefihrt wird. Neuerdings hat der eine von uns (Sch.) den Nitroso- 
korper I,a aus Biliansiure-7-monoxim und aus Biliansiure-dioxim 
auch mit Hilfe von Chromséiure—Essigsiiure und von Kaliumperman- 
ganat—Schwefelsiure erhalten!). Durch Salpetersiure (D. 1,4) von 
Raumtemperatur wird der Nitrosokérper I,a in den Nitrokérper I, b 
C,,H,,NO, (Ubergang der Gruppe —C(NO)=C< in die Gruppe 
—C(NO,)=C<) und weiter in 6-Nitro-(Isonitro-)biliansiure I, c 
C,,H,,NO,, iibergefiihrt. Die letztere Umwandlung vollzieht sich 
wahrscheinlich in der Weise, daB zuerst die NO,-Gruppe als Sal- 
petersiure aboxydiert und durch Hydroxyl ersetzt wird und dann 
nach Umlagerung der Enolform in die Ketoform Nitrierung am 
C-Atom 6 erfolgt 

(—CH,—C(NO,)=C< -> -—CH,—C(OH)=C< -> —CH,—CO—CH< 
-> —CH(NO,)—CO—CH<) 

Da die Nitrobiliansiure sich vierbasisch titrieren liBt, kann an- 
genommen werden, daB die Nitrogruppe nicht als solche (>CH-NQ,), 
sondern in der isomeren Form (>C:NO,H) vorliegt. 6-Nitro-(Iso- 
nitro-)biliansiure laBt sich auch direkt aus Biliansiiure C,,H,,0, 
(Hormel wie I, aber an Stelle der NOH-Gruppe ein Sauerstoffatom) 
durch Einwirkung von Salpetersiure (D. 1,4) von Zimmertemperatur 
erhalten. 

Biliansaure- (11) gibt mit Salpetersiure 
(D. 1,4) von Raumtemperatur zwei " stickstoffhaltige Verbindungen: 


) Diese Z. 265, 93 239 (1940); 268, 82 (1941). 
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i. den Nitrosokérper I],a (C,,H,,N,O,) und 2. (bei lingerer Kinwir- 
kung der Salpetersiiure) die Nitro-(Isonitro-)ketolactamsiure II,c 
(C,,H,,N,0,,). Diese beiden Verbindungen entsprechen in ihren Kigen- 
schaften und ihren Bildungsweisen ganz den SiurenI,a und I,¢, d.h. 
die Lactamsaure II,c geht vielleicht direkt aus II,a hervor (durch 
Ersatz der Nitrosogruppe durch Hydroxyl, Umlagerung der Enol- 
form in die Ketoform und Nitrierung der letzteren an C*). Wenigstens 
hat sich bei der Salpetersiiureoxydation des Biliansiure-oxim- 
lactams eine dem NitrokérperI,b analoge Nitrosiure IT,b (C, ,H,,N,0,) 
nicht isolieren lassen. Die Lactamsiure II,c laBt sich auch aus 
der Ketolactamtricarbonsiiure C,,H,.NO, (Formel wie II, aber an 
Stelle der NOH-Gruppe ein Sauerstoffatom) durch Salpetersdiure 
herstellen, ebenso wie aus Biliansdure unter den gleichen Bedin- 
gungen Nitrobiliansiure I,c entsteht (vgl.oben). Neuerdings ist die 
Nitrosoverbindung II,a von dem einen von uns (Sch.) aus Bilian- 
siiure-oximlactam auch durch Chromsaéure—Hssigsiiure und durch 
Kaliumpermanganat—Schwefelsiure erhalten worden’), und es ist 
auch gelungen, die bis dahin noch fehlende Nitroverbindung II, a 
(C,,H,,N,0,, analog I,b C,,H,,NO,) mit Hilfe von Kaliumper- 
manganat—Schwefelsiure aus Biliansiure-oximlactam (II) sowohl, 
wie aus der Nitrososiure II,a zu gewinnen’). 

Isobiliansiure-dioxim C,,H,,N,O, (III) liefert mit Salpetersiiure 
(D.1,4) von Raumtemperatur die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (IV), 
die hinsichtlich ihrer Bildungsweise ganz der des Nitrosokérpers I,b 
(aus Biliansdiure-dioxim, vgl. oben) entspricht. Isobilianséiure-7-mon- 
oxim ist bisher noch nicht in reinem Zustand erhalten und aus 
diesem Grunde auch noch nicht weiter untersucht worden. Ebensowenig 
haben sich bisher die den Nitroverbindungen I,b und II,b bzw. 
I,c und II,c analogen Derivate der Isobiliansiure erhalten lassen. 
DaB aber der Nitrosokérper IV bei der weiteren Oxydation am 
C-Atom 6 angegriffen wird, ergibt sich aus der Beobachtung, dab 
er durch Erhitzen mit 32,5°/,iger Salpetersiure in Bilisoidansiure, 
C,,H,.O, verwandelt wird, die mit gréBter Wahrscheinlichkeit als 
6-Keto-isobiliansiiure aufzufassen ist (Kormel wie III, nur an Stelle 
der NOH-Gruppen und der beiden H-Atome an C® Sauerstoff- 
atome). 

Wie eingangs erwihnt, geben Aminoderivate von Gallensiuren 
bei lingerer Versuchsdauer zu hohe Stickstoffwerte; dieses Plus 
an Stickstoff kann natiirlich nur aus der salpetrigen Séiure stammen 


1) Diese Z. 265, 92, 238 (1940). *) Diese Z. 267, 11 (1940). 
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und muf aus ihr auf irgendeinem Wege durch Reduktion entstanden 
sein. Unter der Annahme, daB auch im van Slykeschen Versuch 
die 7-Oximinoverbindungen in der oben skizzierten Weise iiber die 
ungesattigten 7-Nitroso- und 7-Nitrokérper in die 7-Ketosiiuren 
iibergehen, die salpetrige Siure also bei diesen Reaktionen ebenso 
wie Salpetersiure, Chromsaure—Essigsiiure und Kaliumpermanganat— 
Schwefelsiure nur als Oxydationsmittel wirkt, muBte auch hier der 
entwickelte freie Stickstoff aus der salpetrigen Siure stammen und 
man hatte demnach erwarten kénnen, daB die Oximinosiuren 100 
Stickstoff (Berechnung vgl. unten), die Nitrosoverbindungen 66,6°/, 
und die Nitrokérper 33,3°/, N, liefern wiirden nach dem (rein 
formalen) Schema: 


—C(: NOH)—CH< 1N,O, —C(NO)=C< H,O + 
—C(NO)=C< + 4N,0, —C(NO)=C< + 


Das ist aber nicht der Fall, Oximino- und Nitrosoverbin- 
dungen geben vielmehr beide ungefaihr die gleiche Stickstoff- 
menge, wahrend die Nitrokérper gar keinen Stickstoff liefern. 
Wie der Vorgang der Stickstoffentwicklung nun tatsichlich ab- 
lauft, dariiber kann man sich verschiedene Vorstellungen machen. 
Am meisten Wahrscheinlichkeit hat wohl die folgende Vorstellung. 
Da die salpetrige Séure sowohl oxydierende wie reduzierende 
Higenschaften besitzt, kann man annehmen, daf die 7-Ketoxim- 
siure bzw. der ungesiattigte 7-Nitrosokérper zur ungesittigten 
7-Aminoverbindung (—C(NH,)—C<) reduziert wird, die ihrer- 
seits mit einem weiteren Molekiil salpetriger Siure sofort in der 
iiblichen Weise unter N,-Entwicklung reagiert. Das zuniichst 
entstandene Enol lagert sich dann in die Ketoform um. 7-Iso- 
nitroso- und ungesittigte 7-Nitrosokérper mii8ten somit theoretisch 
100°/,- Stickstoff liefern. DaB dieser Wert nicht erreicht wird, 
erklart sich dadurch, daB die geschilderten Umsetzungen zwar 
die Hauptreaktion darstellen, da daneben aber wohl noch 
andere ohne Stickstoffentwicklung verlaufende Vorgiinge sich ab- 
spielen. DaB nach der Abspaltung des Stickstoffs zunichst ein | 
Enol entsteht, dafiir spricht eine Beobachtung, die bei der von 
Isobiliansiure sich ableitenden Nitrosoverbindung C,,H,,NO, IV 
(und auch beim Isobiliansiure-dioxim II]) gemacht wurde. Hier 
schied die nach Beendigung des Gasversuchs mit Wasser ver- 
diinnte Reaktionslésung beim Stehen farblose Krystalle aus, in 
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denen offenbar der Salpetersiureester des entsprechenden Enols 
vorlag. Es findet also eine Nitrierung des Enols statt, und im 
vorliegenden Falle lie8 sich der Salpetersiiureester zufolge seiner 
Schwerléslichkeit gewinnen. Die zur Bildung des Esters not- 
wendige Salpetersiure ist in dem ReaktionsgefiB in gentigender 
Menge zugegen, da ja bekanntlich 1/, der in Freiheit gesetzten 
salpetrigen Saéure in Salpetersiure tibergeht: 3 HNO, = HNO,+ 
2NO+H,0O. Wenn somit fiir die 7-Ketoximsiuren und un- 
gesittigten 7-Nitrosoverbindungen gewisse Anhaltspunkte fiir die 
Deutung des Mechanismus der Stickstoffentwicklung gegeben sind, 
so muB es dahingestellt bleiben, wie bei den anderen friiher 
untersuchten Isonitroso- und Isonitroverbindungen die Stickstoff- 
bildung zu erkliren ist; vielleicht bilden sich aber auch hier 
primar ungesittigte Aminosiuren die dann mit salpetriger Siure 
in bekannter Weise reagieren. Ja, auch in den eingangs er- 
wihnten Fallen, in denen Aminosiuren, bei langerer Versuchs- 
dauer mehr Stickstoff entwickeln, als der Aminogruppe und der 
aquivalenten Menge salpetriger Saure entspricht, das Plus an 
Stickstoff also nur auf die salpetrige Siure zu beziehen ist, 
kénnte man daran denken, da8 in die nach Abspaltung der 
Aminogruppe restierende N-freie Verbindung zunichst an ge- 
eigneter Stelle aus der salpetrigen Saure eine IJsonitrosogruppe 
eintritt, die dann iiber die ungesittigte Aminosdure mit salpetriger 
Saure reagiert. 


Im Zusammenhang mit der Priifung der 7-Isonitroso-, Nitroso- 
und Nitrosiuren ist dann noch eine Aminoverbindung, die 6-Amino- 
biliansiéure nach der Methode von van Slyke untersucht worden, 
um festzustellen, ob auch diese Verbindung wie andere Amino- 
siuren der Gallensiiurereihe bei lingerer Versuchsdauer mehr 
Stickstoff bildet als der Theorie entspricht. Das ist nicht der 
Fall, 6-Aminobiliansiure liefert vielmehr bei 6—7 stiindiger Ver- 
suchsdauer innerhalb der Fehlergrenzen genau 100°/, Stickstoff, 
also den einer NH,-Gruppe und der Aquivalenten Menge salpe- 
triger Sdure entsprechenden Betrag. Der nach Abspaltung der 
Aminogruppe verbleibende Kérper reagiert also nicht mit salpe- 
triger Siure, wenigstens nicht unter Entwicklung von freiem Stick- 
stoff; die Natur des Kérpers ist noch nicht festgestellt worden, 
um 6-Oxy- oder 6-Ketobiliansiiure scheint es sich aber nicht zu 
handeln [M. Schenck}. 


) Diese Z. 268, 77 (1941). 
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CO NH———CO 
| | 
CH, C CH, C 
| | C3H,; -COOH | | 
CH, CH C CH, CH C 
| | | | 
COOH CH *C:NOH CH C:NOH 
6) 
COOH CH, OOH CH, 
Biliansiiure-7-monoxim, C,,H,;NO, Biliansiure-oximlactam, C,,H,,N,O 
C:NOH CO 
CH, 
CH, CH CH, bu 
lil IV 
i) 
COOH CH db; NOH COOH bu é. NO 
CH, CH, CH, CH, 
Isobiliansiiure-dioxim, C,,H,,N.O, Nitrosokérper, C,,H,,NO, 
NH———_CO 
| | 
GH, 
CH, CH, Ou CH, ties C 
COOH CH, Ni 
| | | 
COOH CH :NOH COOH CH 
Isobiliansiiure-oximlactam, C,,H,,N.O, 6-Aminobiliansiure, C,,H,,NO, 


Beschreibung der Versuche 


Die Versuche wurden wieder wie friiher in dem Apparat vorgenommen, 
den van Slyke im Abderhaldenschen Handbuch der Biochemischen 
Arbeitsmethoden’) beschrieben hat. Die untersuchten Priiparate wurden 
nach frither gegebenen Vorschriften hergestellt®); sie waren getrocknet und 
in verschlossenen Gefiiben aufbewahrt worden, vor dem Versuch wurden 
sie nicht noch mal besonders getrocknet, mit Ausnahme des krystallwasser- 
haltigen Isobiliansiiure-oximlactams (Versuch 8), das 1°/, Stunden bei 
115—-120° getrocknet wurde. Die Proben léste man in der Kilte oder 
unter Erwirmen in je 5cem Eijsessig (mit Ausnahme von Probe 3) und 


+) Ba, VI, S. 278 (1912). 
*) Diese Z 265, 93 (1940); 176, 194 (1928); 264, 271 (1940); 175, 140 


(1928); 267, 11 (1940); 172, 166 (1927); 208, 79 Rig 139, 40 (1924); 172, 
167 (1927); 185, 191 (1929); 268, 78 (1941). 
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brachte die z.T. noch etwas warmen Lisungen durch die Einfiillungs- 
biirette in das ReaktionsgefiiB unter Nachspiilen mit je 5 ccm Eisessig in 
einzelnen Portionen, nur das schwer lésliche Isobiliansiiure-dioxim (Versuch 6) 
fiihrte man in feiner Aufschwemmung unter Nachspiilen mit Eisessig in 
das ReaktionsgefiiB ein. In allen Fiillen bildeten sich entweder von An- 
fang an oder im Laufe des Versuchs im ReaktionsgefiB klare Lésungen 
(in Versuch 3 schied sich an den Wandungen des GefiiBes iiber der Fliissig- 
keit etwas gallertige Substanz ab). Die Versuchsdauer betrug jedesmal 
6—7 Stunden, nach friiheren Erfahrungen darf angenommen werden, dab 
nach dieser Zeit die Gasentwicklung beendet ist; ebenso darf angenommen 
werden, daB das entwickelte Gas aus reinem Stickstoff bestand. Bei einem 
friiheren Versuch, bei dem die Gasentwicklung besonders reichlich war, ist 
das Gas von Herrn Kollegen L. Wolf, Leipzig, nach gasanalytischer Methode 
untersucht und als reiner Stickstoff, dem nur eine ganz geringfiigige Menge 
Sauerstoff beigemischt war, erkannt worden’). Wir selbst haben bei unseren 
letzten Versuchen*) das entwickelte Gas auf eine Beimengung von Stick- 
oxydul gepriift, indem wir es, nachdem bei den Ablesungen Volumkonstanz 
eingetreten war, in eine mit Wasser gefiillte Pipette oder in das mit Wasser 
gefiillte Reaktionsgefi® des Apparates iibertrieben und mit dem Wasser 
schiittelten. Es trat, wenigstens bei den Gallensiiurederivaten, keine nennens- 
werte Abnahme des Gasvolumens mehr ein; wenn durch Nebenreaktionen 
im van Slykeschen Versuch Stickoxydul sich bildet, so wird sich ja auch 
dieses Gas wegen seiner leichten Léslichkeit im allgemeinen nicht zu er- 
kennen geben, da es von der alkalischen Permanganatlésung bzw. von dem 
angesiiuerten Wasser, iiber dem die Ablesung vorgenommen wird, gelést 
wird. Eine Bildung von Kohlenoxyd in irgendwie nennenswerter Menge 
kann unter den milden Bedingungen des Versuchs wohl als ausgeschlossen 
gelten. — Die nachstehend angegebenen Werte beziehen sich auf feuchten 
Stickstoff, der blinde Wert ist bereits abgezogen. Die Berechnung in Pro- 
zenten ist so zu verstehen, daB — um vergleichbare Zahlen zu erhalten — 
bei allen Stoffen 1 Mol N, pro Mol der angewandten Substanz mit 100°/, 
angesetzt wurde. 


1. Biliansdéure-7-monoxim, C,,H,;NQ, (I). 0,1223 g Subst.: 5,2 cem N 
(22°, 760,3 mm). Gef. N 80°/,. Nach Beendigung des Versuchs wurde der 
Inhalt des ReaktionsgefiBes mit Wasser verdiinnt, die Losung schied auch 
bei liingerem Stehen nichts aus. 


2. Nitrosoverbindung, C,,H,,NO, (I, a). 0,1327 g Subst.: 4,85 cem N 
(19°, 763,9 mm). Gef. N 69°/,. Der Inhalt des ReaktionsgefiBes, nach Be- 
endigung des Versuchs mit Wasser versetzt, schied eine farblose gallertige 
Masse aus, die beim Stehen griéBtenteils krystallinisch wurde. Sie wurde 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet und wog danach 20 mg. 
Nach Zersetzungspunkt und positiver Farbreaktion mit Diphenylamin- 
Schwefelsiiure handelte es sich im wesentlichen um den der Nitrosover- 
bindung entsprechenden Nitrokérper C.,H,;,NO, (1, b). Es ist sechwer zu 
entscheiden, wie das Auftreten der Nitrosiure I,b zu erkliiren ist. Zunichst 
kénnte man daran denken, da sie durch eine Nebenreaktion nach dem 


1) Diese Z. 216, 82 (1933). 
*) Ber. chem. Ges. 73, 204, 205 (1940). 
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oben gegebenen Schema oxydativ aus der Nitrosiure I, a entstanden ist. 
Da wir indessen bei der Untersuchung der beiden anderen Nitrosoverbin- 


dungen (II, a und IV) nicht die entsprechenden Nitrokérper gefunden haben ‘ 
(vgl. die Versuche 4 und 7), méchten wir es fiir wahrscheinlicher halten, daf ‘ 
im vorliegenden Falle die Nitrosiiure I, b der Nitrososiiure I, a von vorn- ; | 


herein beigemengt war. Es ist friiher bereits darauf hingewiesen worden, | 
daB eine solche Beimischung der farblosen Nitroverbindung zur hellblau | 
gefiirbten Nitrosoverbindung bei der priparativen Herstellung der letzteren 

nicht ausgeschlossen ist’). Eine solehe Beimengung von 10°/, kommt ana- 

lytisch nicht zum Ausdruck und auch, wenn 20°/, Nitrosiiure der Nitroso- 
verbindung: beigemiseht sind, wiirde dies nur im Kohlenstoffwert und auch 

hier nur durch ein Minus von 0,42°/, sich bemerkbar machen. Die Zer- 
setzungspunkte der beiden Siiuren liegen zwar 20° auseinander, sind aber 

beide — eben als Zersetzungspunkte — nicht scharf und, was die Farbe 

der Nitrosopriiparate anbetrifft, so ist friiher bereits mehrfach erwihnt 
worden, daB sie mitunter auffallend hell ist. 


3. Nitroverbindung, C.,H,,N0Q, (I, b). Der Nitrokérper I, b ist in 
Kisessig schwer idslich, es wurden deshalb 0,1160 g Subst. in 25 cem Eis- 
essig heiB gelést und von der noch etwas warmen Liésung 20 cem (ent- 
sprechend 0,0928 g¢ Subst.) durch die Einfillungsbiirette in das Reaktions- 
gefiB gegeben. Der blinde Wert wurde in diesem Falle auch mit 20 ecem 
Eisessig ermittelt. Wiaéihrend des Versuchs schied sich im Reaktionsgefif 
an den Wandungen des freien Raums iiber der Fliissigkeit wenig gallertige 
Substanz ab, die Hauptmenge des Stoffes blieb aber in Lésung. Es trat 
keine Stickstoffentwicklung ein. Nach Beendigung des Versuchs wurde 
die Lésung aus dem Reaktionsgefii® abgelassen und mit Wasser verdiinnt, 
die hierdurch erzeugte Fillung krystallisierte man aus Eisessig + Wasser 
wm, die Krystallisation bestand aus unveriinderter Nitrosiure I,b und wog 
gut 50mg. Daf die Nitroverbindung I, b von salpetriger Siiure nicht an- 


gegriffen wird, geht auch schon aus dem vorhergehenden Versuch (vgl. oben) 
hervor. 


4. Nitrosoverbindung, C.,H.,N.0, (II, a). Biliansiiure- oximlactam, 
C.,H5,N20, (ID ist bereits friiher unter den gleichen Bedingungen, wie sie 
jetzt eingehalten wurden, im van Slykeschen Apparat gepriift worden und 
lieferte damals 90°/, N*). Dieser Wert ist auf die 7-NOH-Gruppe zu be- 
ziehen, der Lactamring ist nicht an der Stickstoffbildung beteiligt, denn 
die Ketolactamsiiure C,,H,;NO, (Formel wie II, nur an Stelle der NOH- 
Gruppe ein Sauerstoffatom) hatte nur eine minimale Menge Stickstoff ent- 
wickelt [3°/,°)]. Die Nitrosoverbindung C,,H,,N.O, (II, a), die jetzt gepriift 
wurde, lieferte ungefiihr den gleichen Wert wie das Oximlactam. 0,1172 ¢ 
Subst.: 5,6 com N (15,5°, 750,3 mm). Gef. N 93°/,.. Der Inhalt des Reaktions- 
gefiiBes schied nach Verdiinnen mit Wasser beim Stehen nichts aus. 


5. Nitroverbindung, C,,H,,N.,0, (II, b). Die entwickelte Gasmenge 
war hier iiuBerst gering, praktisch so gut wie Null. Der Inhalt des Reaktions- 
gefiBes, mit Wasser versetzt, schied erst beim Stehen eine geringe Menge 


(10 mg, angewandte Subst.: 0,1196 g) von farblosen Prismen aus, in denen 
unveriinderte Nitrosiiure I, b vorlag. 


) Diese Z. 222, 133 (1933). *) Diese Z. 248, 181 (1937). 
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6. Isobiliansaure-dioxim, C,,H,,N.0, (III). Biliansiure-dioxim (Formel 
wie I, aber am C-Atom 12 statt des Sauerstoffs eine NOH-Gruppe) hatte 
friiher 104°/, N gegeben'). Denselben Wert erhielt man jetzt bei der Prii- 
fung der Isoverbindung. 0,1260 g Subst.: 6,75 eem N (21°, 755,7 mm). Gef. 
N 103°/,. Von dieser Stickstoffmenge sind etwa 80°/, auf die 7-NOH-Gruppe 
(vgl. Versuch 1), die restierenden 23°/, auf die 12-Ketoximgruppe zu beziehen, 
denn Desoxybiliansiure-oxim (C,,H;,;NO,), das nur die 12-NOH-Gruppe be- 
sitzt, hatte friiher 23°/, gegeben*). — Die Reaktionsfliissigkeit, mit Wasser 
verdiinnt, gab beim Stehen eine Ausscheidung von schénen farblosen Nadeln 
in einer Ausbeute von 30 mg, die sich als identisch mit den im Versuch 7 
erhaltenen Krystallen erwiesen. Bei der Bildung der Nadeln vollzieht sich 
in Ring B die gleiche Umwandlung wie in Versuch 7, wiihrend die 12-NOH- 
Gruppe durch Sauerstoff ersetzt wird. 


7. Nitrosoverbindung, ©,,H,,NO, (IV). 0,1240 ¢ Subst.: 5,9 cem N 
(19°, 743,9 mm). Gef. N 88°/,. Die mit Wasser verdiinnte Reaktionsfliissig- 
keit schied beim Stehen schéne farblose Krystallnadeln in einer Menge von 
40 mg aus (vgl. Versuch 6). Da die Nadeln mit Diphenylamin-Schwefelsiure 
eine intensive Dunkelblaufirbung gaben, vermutete man in ihnen zuniichst 
die der Nitrosoverbindung IV entsprechende Nitroverbindung (Formel wie 
IV, nur an Stelle der NO-Gruppe eine NO,-Gruppe). Diese Nitroverbindung 
hat sich bisher noch nicht darstellen lassen, sie miiBte aber, analog dem 
Verhalten der beiden bekannten Nitroverbindungen I,b und IJ, b einen um 
etwa 20° héher liegenden Zersetzungspunkt*) als der Nitrosokérper IV, der 
bei 220—222° sich zersetzt, haben. Die Nadeln zersetzten sich jedoch nach 
vorsichtigem Trocknen bereits bei 120°! unter Aufschiiumen. Die Nitro- 
verbindungen I, b und II, b werden durch Lauge bereits in der Kilte in 
Biliansiiure bzw. in die der Siure II entsprechende Ketolactamtricarbonsiiure 
iibergefiihrt, wobei sich auferdem Nitrit bildet, denn beim Ansiiuern mit 
Salzsiure macht sich der Geruch nach nitrosen Gasen bemerkbar und ein 
iiber die Fliissigkeit gehaltener mit Diphenylamin-Schwefelsiiure befeuchteter 
Glasstab wird intensiv blau gefiirbt. Um auch die im van Slyke-Versuch 
erhaltenen Nadeln auf ihr Verhalten gegen Natronlauge usw. zu priifen, 
wurde eine etwas gréfere Menge der neuen Verbindung in der Weise her- 
gestellt, daB man 0,5 g des Nitrosokérpers IV in 50 ecm Eisessig léste, die 
Lésung mit 50 cem einer 23°/,igen Natriumnitritlisung (30 ¢ Nitrit auf 
100 ecem Wasser) versetzte und nach etwa 17 Stunden reichlich 300 cem 
Wasser hinzugab. Es schieden sich langsam Biischel von Nadeln aus, die 
nach lingerem Stehen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und im Exsiccator 
getrocknet wurden. Ausbeute: 0,2¢. Zersetzungspunkt und (direkte) Reaktion 
mit Diphenylamin-Schwefelsiiure wie oben angegeben. 0,1 g des farblosen 
Stoffes liste man in 10 cem 10°/,iger Natronlauge und iiberlieB die Lésung 
2 Stunden bei Raumtemperatur sich selbst. Beim Ansiiuern mit 20°/,iger 
Schwefelsiure fiel eine farblose Substanz zuniichst amorph aus, um beim 
Stehen krystallinisch zu werden, ein Geruch nach nitrosen Gasen war kaum 
wahrzunehmen und die Glasstabreaktion mit Diphenylamin-Schwefelsiure 
war nur ganz schwach positiv. Der ausgefiillte Stoff wurde aus Wasser 


1) Diese Z. 248, 181 (1937). 
*) Ber. chem. Ges. 73, 205 (1940). 
5) Diese Z. 267, 9 (1940). 
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umkrystallisiert, es resultierten tafelf6rmige Krystalle, die keine Reaktion 
mehr mit Diphenylamin-Schwefelsiiure gaben, bei 248° sehmolzen und mit 
notorischer Isobiliansiure keine Schmelzpunktsdepression gaben. Nach dem 
Vorstehenden vermuten wir, daf es sich bei den Nadeln um den Salpetersiiure- 
ester der in Ring B enolisierten Isobiliansiiure handelt (—C (O-NO,) =C<). 
Durch Lauge wird der Ester verseift und die zuniichst entstandene Enol- 
gruppe lagert sich in die Ketogruppe um. Wie die ganz sechwach positive 
Glasstabreaktion mit Diphenylamin-Schwefelsiiure zu erkliren ist, mutf 
dahingestellt bleiben, vielleicht war dem Enolnitrat etwas Enolnitrit bei- 
gemischt. — Zum Vergleich haben wir auch Isobiliansiure (Formel wie JII, 
aber an Stelle der NOH-Gruppen Sauerstoffatome) im van Slykeschen 
Apparat gepriift. 0,1238 g gaben kein Gas und die mit Wasser verdiinnte 
Reaktionsfliissigkeit schied keine Nadeln aus; die fertige Diketosiiure reagiert 
also nicht mit Salpetersiiure im Gegensatz zu dem in den Versuchen 6 
und 7 intermediiir auftretenden Monoenol. 


8. Isobiliansaéure-oximlactam, C.,H,,N.0, (V). 0,1266 Subst.: 
6,3 eem N (19,5°, 748,6 mm). Gef. N 96°/,. Der Inhalt des ReaktionsgefiBes 
blieb nach Verdiinnen mit Wasser auch beim Stehen klar. Der Lactamring 
ist an der Stickstoffentwicklung nur schwach beteiligt, denn das entsprechende 
Ketolactam C,,H,,NO, (Formel wie V, aber an Stelle der NOH-Gruppe ein 
Sauerstoffatom) gab im van Slykeschen Versuch nur wenig Stickstoff. 
0,1372 g Subst.: 0,5 eem N (17,5°, 754,2 mm). Gef. N 7°/,. Auch hier keine 
Ausscheidung aus der mit Wasser verdiinnten Reaktionsfliissigkeit. — Eine 
ungesittigte Nitrosoverbindung, die vom Oximlactam V sich ableitet, ist 
bisher in reinem Zustand nicht erhalten worden, ebensowenig die ent- 
sprechende Nitroverbindung. Auch die den Isonitroketosiiuren I,c und II, ¢ 
(vgl. oben) analoge Verbindung V, ¢ ist nicht bekannt. 


9. 6-Aminobiliansaure, ©.,H,;NO, (VI). 0,1228 g¢ Subst.: 6,35 cem N 
(18,5°, 758,8 mm). Gef. N 98°/,. Die Aminosiure reagierte also innerhalb 
der Versuchsfehlergrenzen quantitativ. Keine Ausscheidung aus der mit 
Wasser verdiinnten Reaktionsfliissigkeit. 
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Spinacin, ein Bestandteil der Selachierleber 


Von 
D. Ackermann und Ernst Miiller 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Miirz 1941) 


Bei einer Untersuchung der Leber des Haifisches (Acanthias 
vulgaris) stellten D. Ackermann und M. Mohr?) an stickstoff- 
haltigen Bestandteilen kleinen Molekiils neben dem bereits be- 
kannten Glykokollbetain das Vorkommen von Thymin, Trimethyl- 
aminoxyd, Lysin, Ornithin, Tyrosin, Leucin, Taurin und Scyllit 
fest. Dabei gelang die Isolierung einer gut krystallisierenden, in 
reinem Zustand schwerléslichen Substanz von auffallend hoher 
optischer Aktivitiit in einer Ausbeute von 0,94 g aus 20 kg Hai- 
leber. Als vorlaufige Formel wurde angenommen C,H,,0,N,, dabei 
aber bemerkt, daB diese noch zu iiberpriifen sei, sobald wieder 
hinlangliche Mengen des Kérpers zur Verfiigung standen. 

Wir haben nun eine neue Darstellung vorgenommen und 
festgestellt, da8 der Kérper in lufttrocknem Zustande 2 Molekiile 
Krystallwasser enthilt, die er aber erst nach lingerem Trocknen 
bei 130° im Hochvakuum vollstiindig abgibt. Die bisher vor- 
genommene Trocknung bei 100° hatte nicht geniigt, so daB wir 
jetzt andere Zahlen erhielten und auf Grund zahlreicher Analysen 
die Formel C,H,O,N, + 2H,O aufstellten. 

Die Substanz schmilzt unter Briunung und Aufschiiumen 
bei 264° doch liegt der Zersetzungspunkt tiefer, wenn die Sub- 
stanz nicht durch haufiges Umkrystallisieren gereinigt war. Sie 
lést sich bei 22,5° zu 3 Teilen in 100 Teilen Wasser, zeigt ampho- 
tere Reaktion und bildet nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 
glitzernde Krystallnadeln (vgl. Fig.), die ihren Glanz verlieren, wenn 
in der Hitze das Krystallwasser vertrieben wird. 

Ganz besonders charakteristisch ist das in Wasser unlésliche 
Kupfersalz, das sich weniger zur analytischen Identifizierung, wie 
zur Isolierung eignet. Mit Silbernitrat entsteht eine krystallinische 
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umkrystallisiert, es resultierten tafelférmige Krystalle, die keine Reaktion 
mehr mit Diphenylamin-Schwefelsiiure gaben, bei 248° sechmolzen und mit 
notorischer Isobiliansiiure keine Schmelzpunktsdepression gaben. Nach dem 
Vorstehenden vermuten wir, da es sich bei den Nadeln um den Salpetersiiure- 
ester der in Ring B enolisierten Isobiliansiure handelt (—C (O-NO.) =C<). 
Dureh Lauge wird der Ester verseift und die zuniichst entstandene Enol- . 
gruppe lagert sich in die Ketogruppe um. Wie die ganz schwach positive ; 
Glasstabreaktion mit Diphenylamin-Schwefelsiure zu erkliren ist, mub 
dahingestellt bleiben, vielleicht war dem Enolnitrat etwas Enolnitrit bei- 
gemischt. — Zum Vergleich haben wir auch Isobiliansiure (Formel wie III, 

aber an Stelle der NOH-Gruppen Sauerstoffatome) im van Slykeschen 
Apparat gepriift. 0,1238 g gaben kein Gas und die mit Wasser verdiinnte 
Reaktionsfliissigkeit schied keine Nadeln aus; die fertige Diketosiure reagiert 

‘also nicht mit Salpetersiiure im Gegensatz zu dem in den Versuchen 6 

und 7 intermediiir auftretenden Monoenol. 


8. Isobiliansaéure-oximlactam, C.,H,,N.0, (V). 0,1266 Subst.: 
6,3 eem N (19,5°, 748,6 mm). Gef. N 96°. Der Inhalt des ReaktionsgefiBes 
blieb nach Verdiinnen mit Wasser auch beim Stehen klar. Der Lactamring 
ist an der Stickstoffentwicklung nur schwach beteiligt, denn das entsprechende 
Ketolactam C,,H;,NO; (Formel wie V, aber an Stelle der NOH-Gruppe ein 
Sauerstoffatom) gab im van Slykeschen Versuch nur wenig Stickstoff. 
0,1372 g Subst.: 0,5 eem N (17,5°, 754,2 mm). Gef. N 7°/,. Auch hier keine 
Ausscheidung aus der mit Wasser verdiinnten Reaktionsfliissigkeit. — Eine 
ungesittigte Nitrosoverbindung, die vom Oximlactam V sich ableitet, ist 
bisher in reinem Zustand nicht erhalten worden, ebensowenig die ent- 
sprechende Nitroverbindung. Auch die den Isonitroketosiuren und II, 
(vgl. oben) analoge Verbindung V, ¢ ist nicht bekannt. 


9. 6-Aminobiliansaure, C.,H,;NO, (VI). 0,1228 ¢ Subst.: 6,35 cem N 
(18,5°, 758,8 mm). Gef. N 98°/,.. Die Aminosiiure reagierte also innerhalb 
der Versuchsfehlergrenzen quantitativ. Keine Ausscheidung aus der mit 
Wasser verdiinnten Reaktionsfliissigkeit. 
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Spinacin, ein Bestandteil der Selachierleber 


Von 
D. Ackermann und Ernst Miller 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Miirz 1941) 


Bei einer Untersuchung der Leber des Haifisches (Acanthias 
vulgaris) stellten D. Ackermann und M. Mohr?) an stickstoff- 
haltigen Bestandteilen kleinen Molekiils neben dem bereits be- 
kannten Glykokollbetain das Vorkommen von Thymin, Trimethyl- 
aminoxyd, Lysin, Ornithin, Tyrosin, Leucin, Taurin und Scyllit 
fest. Dabei gelang die Isolierung einer gut krystallisierenden, in 
reinem Zustand schwerléslichen Substanz von auffallend hoher 
optischer Aktivitit in einer Ausbeute von 0,94 ¢ aus 20 kg Hai- 
leber. Als vorlaiufige Formel wurde angenommen C,H,,0,N,, dabei 
aber bemerkt, daB diese noch zu iiberprifen sei, sobald wieder 
hinlangliche Mengen des Ké6rpers zur Verfiigung stinden. 

Wir haben nun eine neue Darstellung vorgenommen und 
festgestellt, da& der Korper in lufttrocknem Zustande 2 Molekiile 
Krystallwasser enthilt, die er aber erst nach liingerem Trocknen 
bei 130° im Hochvakuum vollstiindig abgibt. Die bisher vor- 
genommene Trocknung bei 100° hatte nicht geniigt, so daB wir 
jetzt andere Zahlen erhielten und auf Grund zahlreicher Analysen 
die Formel C,H,O,N, + 2H,O aufstellten. 

Die Substanz schmilzt unter Braunung und Aufschiiumen 
bei 264°, doch liegt der Zersetzungspunkt tiefer, wenn die Sub- 
stanz nicht durch hiufiges Umkrystallisieren gereinigt war. Sie 
lést sich bei 22,5° zu 3 Teilen in 100 Teilen Wasser, zeigt ampho- 
tere Reaktion und bildet nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 
glitzernde Krystallnadeln (vgl. Fig.), die ihren Glanz verlieren, wenn 
in der Hitze das Krystallwasser vertrieben wird. 

Ganz besonders charakteristisch ist das in Wasser unlésliche 
Kupfersalz, das sich weniger zur analytischen Identifizierung, wie 
zur Isolierung eignet. Mit Silbernitrat entsteht eine krystallinische 


3 
5 
4 
f 
4 
q 
ad 4 
é 
¥ 
¥ 


278 D. Ackermann und Ernst Miller, 


Fallung, die aus heiBem Wasser umkrystallisiert werden kann. 
AuBerdem konnte ein, allerdings sehr leicht lésliches Goldsalz, 
ein Flavianat und ein Pikrat gewonnen werden, welch’ letzteres 
auch analysiert wurde. Der Kérper kann also sowohl als Base 
wie als Saiure reagieren. Halogen und Schwefel fehlen. 

An Farbenreaktionen ist nur die Paulysche Probe mit 
Diazobenzolsulfosiure und Natriumcarbonat zu nennen, die nicht 
mit der Starke, wie beim Histidin, wohl aber deutlich mit allen 
unsern auch noch so oft gereinigten Priparaten zu erhalten war. 


Spinacin. VergréBerung 1: 145 


Negativ war die Millonprobe*), die Ninhydrinprobe, die Hopkinsche 
Glyoxylsiureprobe auf Indolderivate, die Sakaguchische Probe, 
ferner die Kulikowsche und Vongerichtensche Probe auf Nicotin- 
siure. Die Fichtenspanreaktion fiel so schwach aus, daB wir sie 
kaum als positiv werten kénnen. Permanganatlisung wird durch 
Spinacin bei Zimmertemperatur nur sehr langsam entfirbt. 
Auffallend ist die Widerstandsfahigkeit der Substanz gegen 
Sauren, denn sie konnte nach 8 stiindigem Kochen mit 20°/,iger 


*) Wegen des Gehaltes an Quecksilbernitrat zeigt sich hier vor dem 
Erwiirmen ein dichter weiSer Niederschlag. 
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Scliwefelsiure rein wiedergewonnen werden. Auch bekommt man bei 
Anwendung des Kjeldahlverfahrens viel zu niedrige Stickstoffwerte. 

Wegen Knappheit des Materials haben wir erfolgreiche Abbau- 
versuche noch nicht durchfiihren kénnen, doch lieB sich mit dem 
Verfahren von van Slyke feststellen, daB kein Aminostickstoft 
vorhanden ist. Ks steht dies mit dem negativen Ausfall der 
Ninhydrinprobe im Einklang, die ja im Falle einer Aminosiiure 
positiv ausgefallen wire. 

Eine N-Methyl-Bestimmung fiel negativ aus, doch ist die 
Kinfihrung von Methyl anscheinend mdglich, wenigstens wurde 
bei einem Methylierungsversuch mit Dimethylsulfat bei alkalischer 
Reaktion ein schwer lésliches Goldsalz gewonnen, das allerdings 
dlig war und deshalb nicht analysiert wurde. | 

Die 3 N-Atome lassen an einen Guanidinkern denken, doch 
haben wir fiir das Vorhandensein eines solchen im Molekiil des 
Spinacins keinen experimentellen Anhaltspunkt gewonnen. Mit 
Sicherheit wird man aber eine Carboxylgruppe annehmen miissen, 
weil ohne sie das unlésliche Kupfersalz nicht zu verstehen wire. — 
Legt man die bisherigen Befunde zugrunde, so lieBe sich, aller- 
dings ganz unverbindlich, die nachstehende Formel zur Erérterung 
stellen. Sie enthalt einen Imidazolkern, der den positiven Ausfall 
der Diazoprobe erkliren wiirde, ein asymmetrisches C-Atom und 
eine Carboxylgruppe, die natiirlich auch an einer andern Stelle 
des Doppelringes stehen kénnte. 

nN C 


An der Hand neuen Materials sollen Versuche gemacht 


werden, um in die Konstitution tiefer einzudringen, sobald es 
méglich ist. 


Versuchsteil 


Darstellung. Die Lebern von Acanthias vulgaris, die ja auber- 
ordentlich fettreich sind, waren sofort nach der Tétung der Tiere 
in etwa walnuBgroBe Stiicke geschnitten und in absoluten Alkohol 
geworfen worden. Dieser hatte groBe Mengen des Oles aufgenommen 
und wurde als dickliche Flissigkeit durch grofe Porzellannutschen 
ohne Papier abgesaugt. Die zuriickbleibenden Stiicke zerkleinerten 
wir in der Hackmaschine und gaben den entstandenen Brei in 
18 Liter kochendes Wasser, dem 60 ccm konzentrierte Phosphor- 
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siure zugegeben waren.. Auf diese Weise erhielt man nach dem 
Krhitzen bis fast zum Sieden eine Reaktion von p,, 5. Ohne ab- 
zukiihlen gibt man 2 Liter einer starken Tanninlésung hinzu 
(50g Tannin + 1 Liter Wasser). Die voluminésen Niederschliige 
werden durch groBe Faltenfilter filtriert (da beim Abnutschen 
bald Verstopfung erfolgt) und noch 2 mal aufgekocht. Filtrat 
und Waschwisser zeigen noch hohe Olschichten, die durch Ab- 
hebern abgetrennt werden. Man versetzt mit Barytpulver bis zum 
UberschuB, verriihrt griindlich und saugt das Bariumtannat durch 
groBe Natechen ab. Dann leitet man in Filtrat und Waschwisser 
Kohlenstiute. Das Filtrat des Bariumcarbonats muB nach diesem 
seinerzeit von Kutscher angegebenen Verfahren mit Schwefelsiure 
schwach kongosauer gemacht und zwecks Beseitigung von Resten 
der Gerbsiure mit Bleioxyd verriihrt werden, bis die Liésung nicht 
mehr kongosauer, sondern nur noch lackmussauer reagiert. Das 
Filtrat des Gemenges von Bariumsulfat, Bleisulfat und Bleioxyd 
wird im Vakuum auf etwa 2 Liter gebracht und mit 120 ccm 
50 Vol.-°/, iger Schwefelsiure versetzt. Es scheidet sich noch Blei- 
sulfat ab, von dem abgesaugt wird. Jetzt fallt man mit 8 Litern 
Phosphorwolframsaure (500 com P.W.S. + 1 Liter Wasser). Die 
aus dem Niederschlag in bekannter Weise freigemachten Basen 
machten wir nach dem Einengen ihrer Lésung mit Salpetersiure 
lackmussauer, worauf sich durch Zugabe von Methanol etwa 40¢ 
Kaliumnitrat abtrennen lieB. Es folgt Beseitigung des Methanols 
im Vakuum und Zusatz von 80 ccm Silbernitratlésung (50g Silber- 
nitrat + 1 Liter Wasser). Das Filtrat der so erhaltenen ,,Histidin- 
fraktion“ versetzten wir mit 300ccm derselben Silbernitratlésung 
und fallten nun durch Verriihren mit Barytpulver die ,,Arginin- 
fraktion“ véllig aus. Die aus ihr in bekannter Weise gewonnene 
Lésung der freien Basen fallten wir aus kleinem Volumen solange 
mit Flaviansiurelésung, bis die Reaktion kongosauer war. Dieser 
Niederschlag enthilt neben dem Flavianat des Spinacins noch das 
des Harnstoffes, der ja in den Organen des Haifisches in grofen 
Mengen vorkommt. Man krystallisiert aus wenig kochendem Wasser 
um und erhilt glitzernde Krystalle von Spinacinflavianat. Nach 
Uberfithrung desselben in eine Lisung des freien Korpers ist die 
Probe von Barrenscheen-Weltmann auf Harnstoff mit Dimethyl- 
aminobenzaldehyd-Lésung + Salzsiiure negativ. Man erhilt 1,8¢ 
des noch nicht ganz reinen Spinacins. 

Zwecks weiterer Reinigung wird die Substanz in kochendem 
Wasser gelést und unter vorsichtigem Zusatz von basischem Kupfer- 
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carbonat im Uberschu8 das Kupfersalz des Spinacins erzeugt; man 
saugt den Niederschlag ab, wischt mehrmals und fiihrt nach Lésen 
in Schwefelsiure, Fallung des Kupfers mit Schwefelwasserstoff, 
Abdampfen des Schwefelwasserstoffs aus dem Filtrat des Schwefel- 
kupfers und genauer Beseitigung der Schwefelsiure in eine Lisung 
des freien Kérpers iiber. Dieser kann mit Methanol, worin er 
schwer léslich ist, aus kleinem waBrigen Volumen gut abgeschieden 
werden. Beim Umkrystallisieren aus Wasser erscheint das Spinacin 
in glitzernden Nadelchen. 


4,722, 4,490 mg lufttrockne Subst.: 7,195, 6,805 mg CO,, 2,830, 
2,660 mg H,O. — 3,182, 10,290 mg lufttrockne Subst.: 0,562 (20,5°, 755 mm), 
1,892 (23°, 747,5 mm) ecm N,. — 19,860, 4,130 mg lufttrockne Subst. (bei 
130° i. Hoehy. getr.): 3,560, 0,736 mg H,O. 


C,H,O.N, +2H,O Ber. C 41,36 H6,45  N 2069 4H,O 17,74 
Gef. ,, 41,56 6,71. ,, 20,41 17,93 
, 41,33 ,, 6,63 20,85 17,82. 


Bei den folgenden Analysen wurde vorher bei 130° im Hoehvakuum 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


4,161, 4,584, 4,754 mg Subst.: 7,650, 8,450, 8,785 mg CO,, 2,000, 2,310, 
2,370 mg H,O. — 6,820, 8,850 mg Subst.: 1,509 (21,5°, 739 mm), 1,940 (19,5°, 
748mm) eem N,. 


C,H,0.N, Ber. © 50,27 H 5,43 N 25,15 
Gef. ,, 50,14 5,38 24,94 
30,31, 50,43 5,64, 5,58 ,, 25,18. 


Spezifische Drehung: Im 1 dm-Rohr war bei einer 1,036°/)igen 
wiiBrigen Lésung und 19,5° = — 1,76°, also 


— — 169,9°. 


Je nach dem Reinheitsgrad erhielten wir etwas verschiedene Werte. 
Fiir eine endgiiltige Bestimmung muf noch mehr, sehr hiiufig umkrystalli- 
siertes Material zur Verfiigung stehen. 


Kupfersalz: Zu seiner Darstellung versetzt man eine heibe Lésung 
des Spinacins vorsichtig mit Kupferacetatlésung unter Vermeidung cines 
Uberschusses und wiischt nach liingerem Stehen den abgesaugten Nieder- 
schlag mit Wasser. Das ganz hellblaue Salz kann wegen seiner Unléslichkeit 
nicht umkrystallisiert werden. 


4,803 mg Subst.: 7,460 mg CO,, 1,900 mg H,O. 


(C,H,O.N,),.Cu Ber. C 42,47 Hf 4,07 
Gef. ,, 42,39 4,43. 


Die Stickstoffbestimmung nach Dumas in einem Rest des Kupfersalzes 
ergab allerdings eine Differenz yon —1,80°/,, doch sahen wir in Riicksicht 
auf andere Versuche yon einer erneuten Darstellung ab. 
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Pikrat: Dieses darzustellen gelang uns nicht durch Fiillung mit 
wiBriger oder alkoholischer Pikrinsiiure; wir kamen aber zum Ziele, als 
wir 0,3 g Spinacin in 24 cem gesiittigter wiBriger Pikrinsiiure (etwa iqui- 
molekular) lésten und einen Tag im Kiihlschrank stehen lieBen. Man erhiilt 
ein weiches, leichtes, hellgelbes, krystallinisches Pulver. Beim Umkrystalli- 
sieren aus heifem Wasser erscheint' es anfangs élig. Das Salz schmilzt 
bei 161°, Um sicherzustellen, daB es sich um ein Dipikrat handelt, wurde 
auch eine Pikrinsiiurebestimmung mit Nitron nach Cope und Barab?) 
durchgefiihrt. 


4,911 mg Subst. (bei 100° getr.): 6,595 mg CO,, 1,160 mg H,O. — 
8,200 mg Subst.: 1,469 eem N, (22°, 743 mm). — 4,060 mg Subst.: 6,990 mg 
Nitronpikrat. 

Ber. C 36,47 H 2,42 N 20,17 Pikrinsiiure 73,30 
Gef. ,, 36,62 ,, 2,64 ,, 20,27 ss 72,85. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefihrt. 


Schrifttum 


1. D. Ackermann u. M. Mohr, Z. Biol. 98, 37 (1936). 
2. W. C. Cope u. J. Barab, J. Amer. Chem. Soe. 39, 512 (1917). 
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Synthetisches Methylithylmaleinimid 


Fig. 1 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 268, Tafel II 
Zu Wans Fischer, Hans Plieninger und Ottmar Weissbarth, 


»Uber die Konstitution des Bilirubins und iiber bilirubinoide Farbstofte“ 
(Seite 197 und besonders S, 205) 


Verlag Walter de Gruyter & Co, Berlin 
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Pikrat: Dieses darzustellen gelang uns nicht durch Fiillung init 
wiibriger oder alkoholischer Pikrinsiiure; wir kamen aber zum Ziele, «als 
wir 0,3 ¢ Spinacin in 24 cem gesiittigter wiiBriger Pikrinsiiure (etwa diqui- 
molekular) lésten und einen Tag im KiihIschrank stehen lieBen. Man erhiilt 
ein weiches, leichtes, hellgelbes, krystallinisches Pulver. Beim Umkrystalli 
sieren aus heibem Wasser erscheint es anfangs Olig. Das Salz sehmilzt 
bei 161° Um sicherzustellen, dafi es sich um ein Dipikrat handelt, wurde 
auch eine Pikrinsiiurebestimmung iit Nitron nach Cope und Baral’ 
durcheefiihrt. 


4,911 mg Subst. (bei 100° getr.): 6,595 mg CO,, 1,160 me H,O. 


8,200 mg Subst.: 1,469 ecm N, (22°, 745 mm), 1,060 me Subst.: 6,990 nic 

Nitronpikrat. 

Ber. C 36,47 2,42 N 20,17 Pikrinsiiure 73,30 
Gef. ,, 36,62 ,, 2,64 ,, 20,27 72.85, 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschunes- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 


Schrifttum 


1 D. Ackermann u. M. Mohr, Z. Biol. 98, 37 (1936). 
2. W. C. Cope u. J. Barab, J. Amer. Chem. Soc. $9, 512 (1917). 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 268, ‘Tafel THI 
Hans Plieninger und Ottmar Weissbarth, 


»Uber die Konstitution des Bilirubins und iiber bilirubinoide 
(Seite 197 und besonders S, 205) 


Verlag Walter de Gruyter & (0, Berlin 
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A\zofarbstoft des Monomethoxyme sobilirubin- Azofarbstoff des Vinylneoxanthobilirubin- 
esters. Mit Ather durch siureesters 


B 


Azofarbstoff des Methoxyisoneoxantho- 
bilirubinsiiureesters 


C Kk 
Azofarbstoff des Tsoneoxanthobilirubin- Analytisches ,,Dihydrobilirubin‘‘ 
siiureesters 


D L 
Azofarbstoff des Methoxyneoxanthobili- Dihydrobilirubin 


rubinsiiureesters 


E M 
Azofarbstoff des Neoxanthobilirubin- Bilirubin aus Biliverdin 
siiureesters 


Azofarbstoff des Methoxybilirubinesters 
Mit Ather durch 


Nat. Bilirubin (groBkrystallin) 


G 
Azofarbstoff des Methoxybilirubinesters 
Mit Athes am Al,O, zuriickgeblicben 


Fig. 2 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 268, Tafel 1V 


Zu Wans Fischer, Hans Plieninger und Ottmar Weissbarth, 


»Uber die Konstitution des Bilirubins und iiber bilirubinoide Farbstoffe* 
(Seite 197) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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A 
vzotarbstoff des Monomethoxymesobilirubin- 
esters. Mit Ather durch ALO, 


Azofarbstoff des Vinylneoxanthobilirubin- 
silureesters 


B I 
\zofarbstoff des Methoxyisoncoxantho- Synthetisches Dihydrobilirubin IX a 
bilirubinsiiureesters 


Ix 
\zofarbstoff des Tsoncoxanthobilirubin- Analytisches 
~ilureesters 


Azofarbstofft des Methoxyneoxant hobili- Dilivdrobilirubin Nitla 
rubinsiiureesters 
M 
Azofarbstoff des Neoxanthobilirubin- Bilirubin aus Biliverdin 
siureesters 
N 
Nat. Bilirubin (grobkrystalliny 


Azofarbstolf des Methoxvbilirubinesters 
Mit Ather dureh 


Azofarbstoff des Methoxybilirubinesters 
Mit Ather am ALO, zuriiekgeblieben 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band 265, Tafel IV 


Zu Wans Fischer, Hans Plieninger und Ottmar Weissbarth, 


wUber die Konstitution des Bilirubins und iiber bilirubinoide Parbstotte’' 
(Seite 100) 
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Vig. 1. Nicotinsiurenitranilat 


Fig. 2. Histidinnitranilat 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemic. Band 268, Tafel V 


Zu Ernst Miiller, 


»Die Nitranilsiiure als Basenfiillungsmittel’s. (Seite 245) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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Zu Ernst Miiller, 


Die Nitranilsiiure als Basenfiillungsmittels, (Seite 245) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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Fig. 3.) Tyraminnitranilat 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 268, Tafel VI 


Zu Ernst Miller, 


» Die Nitranilsiure als (Seite 245) 


Verlag Walter de Gruyter & Co, Berlin 
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7u Ernst Miller, 


Die Nitranilsiure als (Seite 245) 


Verlag Walter de Gruyter & Co, Berlin 
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An unsere Mitarbeiter] 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemdf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze erméglichen auch 


der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


H. Jost und W. Gutermuth; H. Jost; V.Giinther; F. Bohm (2); 
Ake Orstrém; Emil Abderhalden und Oskar Béhm; Fritz Kégl und 
Leendert Pons; F. Kégl und Th. J. de Man; F. Kégl und W. A. 
J. Borg; Richard Kuhn und Konrad Henkel; Karl Bernhard; 
| C. Martius und R. Maué. 


Fiir die hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 
‘Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

©. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soe. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. praxt. Chem. 
LLandw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 


Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

= Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

= Biochemische Zeitschrift. 

=- Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

==. Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

=== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehbre. 
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